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resumo Com este trabalho pretendeu-se avaliar a aplicabilidade da acidificação
anaeróbia, no pré-tratamento do efluente gerado na prensagem de compostos
insolúveis de cereais e café de uma fábrica nacional de produtos alimentares.
Este pré-tratamento teve como objectivo viabilizar o posterior tratamento
biológico do efluente, em condições aeróbias.
Nesse sentido foi montada uma instalação experimental constituída por dois
reactores contínuos acidogénicos, sem controlo de pH e operados a duas
temperaturas: mesofílica (36ºC) e termofílica (55ºC). Os reactores foram
submetidos a uma matriz experimental de cargas orgânicas crescentes
(2,5 gCQO L-1 d-1 a 10 gCQO L-1 d-1), o que permitiu estudar a influência do
tempo de retenção hidráulico (TRH) e da carga orgânica na acidificação
anaeróbia do efluente em estudo.
O efluente acidificado obtido para cada estado estacionário dos reactores foi
posteriormente avaliado em termos da sua biodegradabilidade aeróbia,
através da realização de testes descontínuos.
Para as condições testadas, os resultados experimentais obtidos indicam que
os parâmetros operacionais tempo de retenção hidráulico e carga orgânica
pouca influência apresentam no grau de acidificação atingido à temperatura
mesofílica. Mas à temperatura termofílica, essa influência já se torna
relevante para o parâmetro carga orgânica. Para o tempo de retenção
hidráulico mais baixo (0,5 dia), o aumento carga orgânica imposta ao reactor
termofílico diminui o grau de acidificação obtido em 36%, enquanto que para
TRH de 1 dia, o grau de acidificação é favorecido em 14%.
A temperatura é uma condição operatória que se reflecte na composição dos
ácidos orgânicos voláteis (AOVs) presentes no efluente acidificado. O
aumento da temperatura de 36ºC para 55ºC favorece a presença de n-butírico
como o segundo AOV presente em maior quantidade, em detrimento do ácido
propiónico. Para as duas temperaturas testadas, o ácido acético é o ácido
orgânico volátil predominante. A diminuição do TRH favorece a produção de
ácido acético e a diminuição da percentagem de ácido propiónico. O aumento
da carga orgânica tem o mesmo efeito que a diminuição do TRH, embora a
55ºC isso apenas aconteça quando o TRH é mantido em 0,5 dia.
Os testes de biodegradabilidade aeróbia dos efluentes acidificados indicam
que o processo de acidificação anaeróbia permite melhorar a
biodegradabilidade aeróbia do efluente em estudo, obtendo-se para alguns
casos melhorias do grau de biodegradabilidade na ordem dos 80%. Estes
resultados são indicadores de que a utilização deste processo como pré-
tratamento do efluente, antes deste ser submetido a um tratamento aeróbio
apresenta potencialidades que devem ser exploradas mais
aprofundadamente.
keywords Anaerobic acidification; biological pre-treatment; food industry wastewater;
aerobic biodegradability.
abstract The aim of this dissertation project was to evaluate the applicability of
anaerobic acidification as a pre-treatment process of industrial wastewater
produced by a national food industry, in order to enhance its posterior biological
treatment in aerobic conditions.
For such an evaluation, two lab-scale continuous reactors, without pH control
and operated at two different temperatures, mesophilic (36ºC) and termophilic
(55ºC), were assembled and tested. The reactors were submitted to an
experimental design characterized by increasing organic loading rates between
2,5 gCQO L-1 d-1 and 10 gCQO L-1 d-1. The influence of hydraulic retention time
(HRT) and organic loading rate in anaerobic acidogenesis was assessed.
The acidified effluent obtained for steady state conditions was evaluated in
terms of its aerobic biodegradability, through the accomplishment of batch
tests.
For the tested conditions, experimental results indicate that the influence of
hydraulic retention time and organic loading rate is not relevant to the
acidogenic process, at mesophilic temperature. But at 55ºC, the role of organic
loading rate can not be neglected. An increase in organic loading rate lowers
the acidification degree in 36%, when the lowest hydraulic retention time is
tested (0,5 day) and raises the degree achieved in 14% when HRT is 1 day.
Temperature is an operational condition in anaerobic acidogenesis that
influences the volatile fatty acids (VFA) distribution in the acidified effluent. The
shift from 36ºC to 55ºC enhances the presence of n-butyric acid as the second
VFA present in higher quantity and suppresses the presence of propionic acid.
At both temperatures, acetic acid is the VFA predominant.
A decrease in HRT stimulates the production of acetic acid and inhibits the
presence of propionic acid. The same behavior is observed when the organic
loading rate is increased, except when the temperature is 55ºC and the HRT is
maintained at 1 day.
Aerobic biodegradability batch tests results point out that anaerobic
acidogenesis of the industrial wastewater improves its degradability by an
aerobic biological culture. Improvements of 80% in the aerobic biodegradability
degree were quantified and demonstrated that the potential of using anaerobic
acidogenesis as a pre-treatment to enhance biological treatment in aerobic
conditions must be explored in the future.
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Capítulo 1. Introdução
A indústria alimentar desempenha um papel de extrema importância na economia global. Em
2000, este sector industrial contribuiu com 593 000 milhões de euros para a economia europeia,
dando emprego a cerca de 3 milhões de pessoas (IPCC, 2006).
Paralelamente, o crescente desenvolvimento deste sector da indústria constitui um factor de
preocupação ambiental dado os impactes ambientais negativos que provoca, associados ao
consumo e poluição da água, o consumo energético e a produção de resíduos.
Nesta actividade económica, o consumo de água é bastante significativo devido à sua utilização
como utilidade processual nas diferentes operações unitárias dos processos produtivos (lavagem,
aquecimento, pasteurização, arrefecimento e refrigeração, produção de vapor, etc), mas também
como agente de limpeza de diversos equipamentos (Casani et al., 2005). Como consequência,
volumes significativos de águas residuais são gerados durante o processamento dos produtos
alimentares.
O volume de efluentes líquidos gerados por este sector industrial não é fácil de estimar, já que
este depende bastante do porfólio de produtos processados, dos sistemas utilizados na limpeza
dos equipamentos e do tempo de processamento. A título exemplificativo, o processamento de
leite empacotado ou de leite em pó, gera cerca de 0,8 a 1,7 L de emissões líquidas por litro de
leite processado, enquanto que o processamento de gelados produz cerca de 2,7 a 4 L de
efluentes por kg de produto final (IPPC, 2006).
No que diz respeito à carga poluente, os efluentes gerados por este tipo de indústria são
geralmente caracterizados por um teor elevado de compostos de natureza orgânica, quando
comparados com efluentes de proveniência doméstica ou de outro tipo de indústrias (Oh & Logan,
2005). Os valores de carência química de oxigénio (CQO) e de carência bioquímica de oxigénio
(CBO) podem chegar a representar cerca de 10 a 100 vezes o teor de matéria orgânica presente
em efluentes de natureza doméstica (IPPC, 2006).
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Os efluentes produzidos possuem essencialmente biopolímeros de origem natural à base de
hidratos de carbono (açúcares, amido, etc), proteínas e em alguns casos pequenos teores de
lípidos (Guerrero et al., 1999), na sua maioria facilmente degradáveis por acção biológica.
Contudo em alguns casos, por questões processuais, este tipo de efluentes pode também possuir
na sua composição alguns compostos orgânicos mais complexos, com características refractárias
mais acentuadas (Alexiou, 1998). É o que acontece nos efluentes da indústria de processamento
de cafés, com uma composição à base de macromoléculas complexas como lenhina, taninos,
ácidos húmicos, etc e cuja degradação biológica fica comprometida (Zayas et al., 2007),
principalmente em condições aeróbias.
A presença de sólidos em suspensão nos efluentes alimentares é bastante variável, podendo
assumir desde valores negligenciáveis até cerca de 120 g L-1 (IPPC, 2006).
Quanto à presença de nutrientes, este tipo de águas residuais é geralmente deficitária em termos
de azoto (N) e fósforo (P), pelo que se não houver o devido ajuste de nutrientes, o tratamento
biológico deste efluentes poderá estar comprometido. Contudo teores excessivos de fósforo
podem também ser encontrados nos efluentes alimentares, se processualmente for utilizado ácido
fosfórico em grandes quantidades nas etapas de lavagem dos equipamentos (IPPC, 2006).
A sequência de tratamento a que um efluente de uma indústria alimentar deve ser submetido
depende de inúmeros factores relacionados com as matérias-primas utilizadas, com os produtos
alimentares processados, com a estratégia de redução e utilização de água que a indústria põe
em prática, etc. Contudo um aspecto é proeminente: devido à natureza biodegradável dos
efluentes gerados por este sector, o tratamento biológico é uma etapa fundamental para a redução
da carga poluente que este tipo actividade económica gera.
A tabela 1.1 apresenta um resumo dos processos de tratamento geralmente utilizados no sector
alimentar (incluindo a produção de bebidas e de leite).
Neste sector é comum o recurso ao tratamento preliminar e a tratamentos físico-químicos para
remoção de sólidos de maiores dimensões e de partículas de pequenas dimensões, dispersas, em
suspensão, ou na forma coloidal.
A utilização de sistemas de gradagem possibilita uma pequena remoção da carga poluente dos
efluentes alimentares, ao nível de sólidos de maiores dimensões e de matéria orgânica, mas
também protege o equipamento mecânico dos processos de tratamento a jusante, evitando o
entupimento de tubagens e, naturalmente, melhorando o tratamento subsequente.
Como a presença de sólidos de pequenas dimensões pode ser relevante na maioria dos efluentes
alimentares, é frequente o uso da sedimentação como operação unitária para a remoção de
sólidos em suspensão, por acção da gravidade (tabela 1.1).
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Tabela 1.1 – Sumário dos processos de tratamento utilizados em diferentes sectores produtivos da indústria alimentar. Adaptado de IPPC (2006).
Sector Produtivo
Carne Batatas Frutas eVegetais
Óleo
Vegetal Leite Amido Confeitos Açúcar Cerveja Cereais
Bebidas alcoólicas
e gasosas Destilarias
Vinhos e
espumantes
Tratamento preliminar
Gradagem           
Remoção de óleos e
gorduras       
Tratamento primário
Sedimentação
gravítica          
Precipitação Química      
Tratamento secundário
Tratamento Aeróbio            
Lamas Activadas            
Lamas Activadas
(múltiplos estágios)          
SBR         
Leitos Percoladores         
Tratamento
Anaeróbio             
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Quando as partículas em suspensão nos efluentes alimentares formam soluções coloidais como
emulsões, a precipitação química é a operação unitária geralmente utilizada para a remoção
destes poluentes. Este processo de tratamento consiste na adição ao efluente de compostos
químicos que, por interacções químicas, vão induzir a conversão das substâncias poluentes
dissolvidas em partículas insolúveis, facilmente removidas por sedimentação gravítica.
A remoção de óleos e gorduras é geralmente preconizada por recurso a flotação, nomeadamente
flotação por ar dissolvido (DAF), em que introdução de pequenas bolhas de ar no seio do efluente
permite que estas se agreguem em partículas formando agregados com uma densidade inferior à
da água, o que facilita a sua ascensão à superfície do líquido e a sua posterior remoção.
Nestas fases de tratamento procura-se não só reduzir a carga poluente, em termos de sólidos e
gorduras, mas também recuperar algumas compostos valorizáveis. É o caso da indústria de
amido, em que os sólidos sedimentáveis obtidos no tratamento primário (sedimentação) do
efluente são ricos em hidratos de carbono, pelo que podem ser incorporados em rações para
animais. No sector do processamento de carne e produtos lácteos a remoção de gorduras não
emulsionadas por flotação permite também obter compostos valorizáveis para o processamento
de rações para animais (IPPC, 2006).
No tratamento secundário, cujo principal objectivo é a remoção da maior quantidade possível da
carga orgânica dissolvida ou em suspensão de um efluente, o recurso a sistemas biológicos
aeróbios é bastante comum na indústria alimentar (tabela 1.1).
Processos de lamas activadas nas suas diferentes variantes são os mais usuais (IPPC, 2006).
Estes sistemas aeróbios de biomassa suspensa possuem uma complexa componente biótica
representada pelos decompositores (bactérias e fungos) que obtém energia para o seu
desenvolvimento da matéria orgânica, essencialmente na forma dissolvida, que está presente na
água residual e pelos consumidores ou predadores que são todos os que predam os
decompositores (essencialmente bactérias dispersas) e outros organismos.
No interior do reactor, a cultura de microrganismos decompõe parte da matéria orgânica
promovendo a sua oxidação em produtos finais, produzindo deste modo energia para os
processos vitais; a outra parte é convertida em novas células, que na ausência de matéria
orgânica passam a metabolizar as suas reservas celulares (respiração endógena) para obter
energia, transformando essa matéria orgânica em produtos finais como CO2 e H2O.
Em alternativa ao funcionamento convencional dos sistemas de lamas activadas, os reactores
biológicos de funcionamento descontínuo sequencial (SBR) têm mostrado ser uma opção viável
no tratamento de efluentes alimentares provenientes dos sectores de processamento de carne,
frutas e vegetais, produtos lácteos, entre outros (IPPC, 2006).
Os sistemas SBR têm a particularidade de promoverem todas as fases do tratamento biológico
(oxidação da matéria orgânica, remoção de nutrientes e separação sólido-líquido) no mesmo
espaço físico, recorrendo a um funcionamento temporal por ciclos. Estes sistemas são
Acidificação anaeróbia como pré-tratamento de um efluente da indústria alimentar
Pág. 5
considerados como boas opções de tratamento para unidades fabris que apresentem uma
amplitude de caudais significativa (Ukita et al., 2006; Britz et al., 2006), possibilitando a obtenção
de melhores eficiências de remoção de azoto e fósforo devido à flexibilidade que estes sistemas
oferecem de, num só órgão, promoverem o estabelecimento de condições ambientais favoráveis
ao desenvolvimento das comunidades microbianas envolvidas na remoção biológica de nutrientes.
Os sistemas de tratamento anaeróbio, desde os anos 70 do século XX, que têm vindo a ser
utilizados neste tipo de indústria (Mosey, 1982; Rajeshwari et al., 2000). A razão da sua utilização
no tratamento de efluentes alimentares baseia-se essencialmente na potencial
produção/valorização de metano devido à elevada carga orgânica existente neste tipo de
efluentes, nas suas baixas produções de lamas e pela capacidade de degradar compostos que
aerobicamente são dificilmente transformados. Em contrapartida, estes sistemas são também
mais sensíveis a flutuações de temperatura, pH e cargas orgânicas do que os sistemas aeróbios.
Apesar das suas vantagens, por si só o funcionamento de sistemas anaeróbios não permite
muitas vezes obter um efluente com uma qualidade final adequada para descarga no meio
receptor, pelo que precisa ser complementado com um tratamento aeróbio (Xu & Nakhla, 2007).
Sistemas aeróbios como leitos percoladores, lamas activadas e até mesmo lagoas aeróbias têm
vindo a ser utilizados (IPPC, 2006).
Contudo, a indústria alimentar tem vindo a enfrentar novos desafios no que diz respeito ao
tratamento dos seus efluentes. Se por um lado, este sector económico tem gerido a sua actividade
produtiva no sentido de reduzir o seu consumo de água, através de medidas de reutilização de
água processual, por outro a composição do seus efluentes tem sofrido alterações no que diz
respeito à sua carga poluente. Com o desenvolvimento e aparecimento de novos produtos
alimentares, o efluente fabril pode passar a ter na sua composição compostos orgânicos mais
complexos, com características refractárias mais acentuadas, podendo a sua degradação
biológica ficar comprometida no sistema de tratamento de efluentes já existente. É o que
acontece, por exemplo em sectores da indústria alimentar que utilizam compostos à base de café
no processamento dos seus produtos alimentares (Zayas et al., 2007).
Uma das hipóteses para ultrapassar estas situações passa por segregar, no processo produtivo, o
efluente fabril parcelar que mais contribui para a presença desses compostos orgânicos
complexos e submetê-lo a pré-tratamento para melhorar a sua biodegradabilidade, encaminhando-
o seguidamente para o sistema de tratamento do efluente fabril já existente. Vários são os tipos de
pré-tratamento disponíveis para aumentar o grau de biodegradabilidade de efluentes complexos,
incluindo geralmente processos químicos e biológicos.
Os tratamentos químicos utilizam reagentes químicos com elevado poder oxidante que
possibilitam a destruição dos compostos orgânicos recalcitrantes existentes no efluente a tratar,
aumentando assim a sua biodegradabilidade. Zayas et al. (2007) estudaram o tratamento de
efluentes à base de café, utilizando um sistema combinado de floculação-coagulação e oxidação
(UV/H2O2), em que os testes laboratoriais indicaram uma redução da carência química de oxigénio
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do efluente, na ordem dos 87%. Contudo a maioria destes tratamentos tem encargos económicos
acrescidos, devido ao consumo de químicos e de energia.
Em alternativa, os processos biológicos aeróbios têm vindo a ser estudados e desenvolvidos no
sentido de melhorar a eficiência de remoção biológica de compostos orgânicos refractários. São
disso exemplo os reactores biológicos aeróbios de membrana, com leito móvel ou ainda de leito
fluidizado (Ukita et al., 2006). Por razões económicas, a aplicação à escala real destes sistemas
de tratamento emergentes na indústria alimentar é ainda muito incipiente.
Por outro lado, os processos biológicos anaeróbios possibilitam, em alguns casos, a degradação
de compostos orgânicos mais complexos e refractários em metano e dióxido de carbono, através
de um conjunto sequencial de etapas (hidrólise, acidogénese, acetogénese e metanogénese)
desenroladas por diversos grupos tróficos. Contudo, como já anteriormente referido, os elevados
tempos de retenção e a sensibilidade destes processos a flutuações de pH, temperatura, carga
orgânicas e produtos tóxicos podem mesmo conduzir à ruptura e ineficácia do sistema de
tratamento anaeróbio, o que o torna pouco atractivo no tratamento de efluentes industriais.
Ng et al. (1999) têm avaliado o recurso a processos biológicos anaeróbios como pré-tratamento de
efluentes contendo compostos orgânicos persistentes como nitrobenzeno e hidrocarbonetos
aromáticos, por forma a viabilizar o seu posterior tratamento em sistemas aeróbios. Estes
investigadores manipularam o processo biológico anaeróbio de forma a que ocorram apenas as
duas primeiras etapas do processo de degradação (hidrólise e acidogénese), para conversão dos
compostos orgânicos complexos em substratos mais facilmente biodegradáveis em condições
aeróbias. Os seus resultados experimentais evidenciaram que num sistema anaeróbio
(acidogénico)–aeróbio era possível atingir eficiências de remoção dos compostos persistentes na
ordem dos 96 a 99%, enquanto que no tratamento do efluente num sistema aeróbio, sem pré-
tratamento (acidificação anaeróbia), apenas era possível atingir eficiências de remoção nas ordem
dos 57 a 65%.
Coloca-se então a questão: “Será a acidificação anaeróbia eficaz como pré-tratamento de um
efluente dificilmente biodegradável da indústria alimentar, para posterior tratamento aeróbio?”
A resposta a esta questão é assim o objectivo principal deste projecto de dissertação que focar-se-
-à no pré-tratamento de um efluente proveniente do processo de prensagem de compostos
insolúveis de cereais e café de uma indústria nacional de produtos alimentares. Desta forma a
resposta à questão-chave deste projecto de dissertação estará assim intrinsecamente ligada às
características do efluente real em estudo.
A estrutura desta tese de dissertação está seccionada em seis partes principais (excluindo este
capítulo introdutório):
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• Capítulo 2 – Revisão Bibliográfica
Neste capítulo é apresentada a acidificação anaeróbia como etapa do processo de degradação
anaeróbia, em termos microbiológicos e bioquímicos. As condições ambientais que afectam o
processo de acidificação são enumeradas e descritas, tendo em conta os mais recentes estudos
neste domínio. Com base em estudos de diversos autores é apresentado o “estado da arte” da
aplicação da acidificação como pré-tratamento de efluentes líquidos.
• Capítulo 3 – Caracterização e definição do problema em estudo
Este capítulo enquadra a questão inicial do projecto de dissertação, tendo em conta os problemas
que o efluente em estudo provoca no funcionamento do sistema de tratamento de efluentes
existente na indústria nacional de produtos alimentares, que se apresenta como caso de estudo.
• Capítulo 4 – Metodologia e procedimento experimental
São apresentadas as quatro fases do trabalho experimental realizado, realçando o seu
enquadramento e interligação. Neste capítulo apresentam-se igualmente as diversas metodologias
experimentais e analíticas adoptadas com vista à concretização de cada fase do trabalho
experimental.
• Capítulo 5 – Estudo da acidificação anaeróbia de um efluente da indústria alimentar, em
reactores acidogénicos laboratoriais
Neste capítulo são apresentados e discutidos os resultados experimentais obtidos durante as três
primeiras etapas do trabalho experimental.
É apresentada a caracterização do efluente real em estudo, no intuito de compreender quais as
suas características que condicionam o seu tratamento biológico em condições aeróbias.
São também analisados os parâmetros monitorizados durante o arranque e funcionamento de dois
reactores acidogénicos com enchimento; o desempenho destes reactores em regime contínuo é
avaliado para diferentes temperaturas de operação (mesofílica e termofílica). O grau de
acidificação atingido para as diferentes cargas orgânicas definidas na matriz experimental de cada
reactor, é avaliado tendo em linha de conta a influência do parâmetro temperatura.
• Capítulo 6 – Estudos de biodegradabilidade aeróbia do efluente acidificado
Os resultados obtidos nos testes de biodegradabilidade aeróbia (última etapa do trabalho
experimental) são apresentados e analisados neste capítulo, no sentido de avaliar o efeito da
acidificação anaeróbia na biodegradabilidade aeróbia do efluente em estudo. A análise da
metodologia experimental adoptada e das suas limitações é igualmente realizada, evidenciando a
forma como podem ter afectado os resultados laboratoriais.
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• Capítulo 7 – Conclusões e considerações gerais
No último capítulo desta tese são recapitulados os objectivos do projecto de dissertação, tendo em
conta o problema em análise. São apresentadas as principais conclusões do trabalho, analisadas
as limitações experimentais do mesmo e a sua contribuição para a resolução do problema em
análise. Perspectivas de trabalho futuro no âmbito do problema em estudo, serão igualmente
tecidas.
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Capítulo 2. Revisão Bibliográfica
2.1 A acidogénese como etapa do processo de degradação
anaeróbia: microbiologia e bioquímica
A digestão anaeróbia é caracterizada por ser um processo biológico, realizado na ausência de
oxigénio, através do qual a matéria orgânica biologicamente degradável é convertida em metano e
dióxido de carbono.
A estrutura reaccional da digestão anaeróbia é caracterizada por 4 sequências principais de
degradação, interligadas entre si pela existência de diferentes grupos tróficos de bactérias, que se
desenvolvem em consórcio, de forma equilibrada e coordenada (O’Flaherty et al., 2006) (Figura
2.1).
MATÉRIA
ORGÂNICA
COMPLEXA
Proteínas
Hidratos de
Carbono
Lípidos
PRODUTOS INTERMÉDIÁRIOS
(ácidos orgânicos voláteis,
álcoois, etc)
ACETATO
H2/CO2
CH4+CO2
H2S+CO2MÓNOMEROS
Aminoácidos
Açúcares
Ácidos Gordos
HIDRÓLISE ACIDOGÉNESE ACETOGÉNESE METANOGÉNESE
1
2
2
2
3
4
5a
5b
6
6
SO4
2-
REDUÇÃO DE SULFATO
Figura 2. 1 - Esquema do processo de digestão anaeróbia.
Adaptado de O’Flaherty et al., (2006). 1=bactérias hidrolíticas; 2=bactérias acidogénicas;
3=bactérias produtoras obrigatórias de hidrogénio; 4=bactérias homoacetogénicas; 5a=bactérias
metanogénicas acetoclásticas; 5b=bactérias metanogénicas hidrogenofílicas; 6=bactérias
sintetizadoras de ácidos orgânicos; -------=acção das bactérias sulfato-redutoras.
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A fase de hidrólise consiste na conversão de biopolímeros complexos (proteínas, hidratos de
carbono e lípidos) nos seus monómeros (aminoácidos, açúcares e ácidos gordos de cadeia longa,
respectivamente), por acção de enzimas extracelulares produzidas por bactérias hidrolíticas.
No caso particular da digestão anaeróbia de compostos particulados, a solubilização de
compostos insolúveis, geralmente à base de material celulósico e lenhina, constitui um dos passos
limitantes de todo o processo de digestão (Grobicki, 1997). Na ausência de materiais particulados,
a degradação de lípidos torna a fase de hidrólise um dos passos limitante da cinética reaccional de
degradação anaeróbia, já que a conversão de gorduras a ácidos gordos saturados e insaturados é
um processo mais lento do que a degradação de outras macromoléculas, como proteínas e
hidratos de carbono (Pohland, 1992).
Alguns valores das constantes cinéticas de hidrólise destes biopolímeros são apresentadas por
Gujer et al. (1983) – Tabela 2.1.
Tabela 2. 1 - Constante cinética de hidrólise de diferentes tipos de biopolímeros, por digestão
anaeróbia. Adaptado de Gujer et al. (1983).
Biopolímero
Constante cinética de
hidrólise (d-1)
Temperatura
(ºC)
Celulose 0,04 a 0,13 35
Hemicelulose 0,54 35
Lípidos 0,08 a 1,7 35 a 40
Proteínas 0,02 a 0,03 35
Em termos microbiológicos, a fase de hidrólise é levada a cabo por uma grande diversidade de
espécies de microrganismos pertencentes ao grupo trófico das bactéria hidrolíticas facultativas ou
estritamente anaeróbias (O’Flaherty et al., 2006; Grobicki, 1997).
Na fase seguinte – acidogénese - os produtos da hidrólise (compostos solúveis de pequeno
tamanho) são transportados para o interior das células das bactérias acidogénicas sendo
convertidos, através de reacções de oxidação-redução, em substratos intermédios alguns deles já
facilmente utilizáveis pelas bactérias metanogénicas, como o ácido acético e H2/CO2.
Os produtos finais desta fase são geralmente ácidos orgânicos de baixo peso molecular,
designados por Ácidos Orgânicos Voláteis (AOV) como ácido acético, propiónico, butírico, etc.
Dependendo do tipo de substrato, os produtos gasosos obtidos são constituídos geralmente por
H2, CO2 e NH3. Embora em pequenas quantidades, outros produtos da acidificação podem ser
obtidos tais como álcoois, aldeídos e cetonas (Alexiou, 1998).
A distribuição dos produtos finais do metabolismo realizado pelas bactérias durante a acidogénese
é dependente da pressão parcial do hidrogénio presente no meio (Alexiou, 1998). Os electrões
gerados durante as reacções de fermentação (reacções de conversão dos produtos da hidrólise)
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são transferidos por via da redução da coenzima denominada dinucleotídeo de nicotinamida
adenina (NAD+). Esta coenzima encontra-se nas células de todos os seres vivos, sendo usada
como transportador de electrões nas reacções metabólicas de oxidação-redução, tendo um papel
preponderante na produção de energia para a célula.
Assim, os electrões gerados durante as reacções de fermentação são transferidos através da
redução do NAD+, formando o NADH. Mas como a disponibilidade de NAD+ é limitada no interior
das células, os microrganismos precisam de regenerar este “veículo” transportador de electrões,
através da oxidação do NADH a NAD+. Esta regeneração é conseguida pela redução dos protões
para formar H2 gasoso (Harper et al.,1986), de acordo com a seguinte equação:
NADH + H+  NAD+ + H2 (Gº’ = +18 kJ mol
-1)
Este mecanismo regenerador de NAD+ só é termodinamicamente favorável se a concentração dos
produtos da reacção se mantiver em valores baixos. Para isso é importante existir um mecanismo
sumidouro de hidrogénio, para o qual contribuem as bactérias hidrogenotróficas, como as
metanogénicas e as sulfato-redutoras, que utilizam H2 nos seus metabolismos.
Contudo, se por algum motivo houver um aumento da pressão parcial de H2 no meio, o
mecanismo de regeneração do NAD+ é canalizado para a formação de compostos mais reduzidos
que o acetato, como o propionato, butirato, etanol, etc (Harper et al., 1986).
A população acidogénica representa cerca de 90% da população bacteriana total presente em
reactores anaeróbios (Gujer et al., 1983; Britz et al., 1994) e apresenta reduzidos tempo de
duplicação (30 minutos em comparação com 2 a 3 dias necessários para a duplicação de algumas
bactérias metanogénicas a 35ºC (Caetano,1989)) pelo que a acidogénese dificilmente se tornará,
em termos cinéticos, a etapa limitante de um processo anaeróbio.
Os produtos da acidogénese são posteriormente oxidados a acetato, hidrogénio e CO2 na etapa
denominada por acetogénese, sendo esta considerada como o elo de ligação entre as fases
iniciais da digestão anaeróbia e a fase final, que culmina com a produção de metano.
Este estágio é caracterizado pela acção do metabolismo de bactérias sintróficas, neste caso
designadas por bactérias acetogénicas produtoras obrigatórias de hidrogénio (OHPA). As
transformações acetogénicas levadas a cabo por estas bactérias são extremamente dependentes
do pressão parcial de hidrogénio (pH2) no meio, pelo que só se desenrolam se houver um
mecanismo sumidouro do hidrogénio que é produzido durante a oxidação dos produtos da
acidogénese. Por isso, nesta etapa é bastante importante que actividades metabólicas das
bactérias OHPA ocorram em associação sintrófica com, por exemplo, as bactérias metanogénicas
hidrogenofílicas que utilizam H2 para produzir CH4, ou as bactérias sulfato-redutoras que, na
presença de sulfato utilizam-no como receptor terminal de electrões para a oxidação do hidrogénio
molecular (O’Flaherty et al., 2006; Pohland, 1992).
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A tabela 2.2 apresenta a energia livre de Gibbs (Gº’), em condições padrão, para algumas das
mais importantes reacções acetogénicas envolvidas na digestão anaeróbia da matéria orgânica.
Tabela 2. 2 - Reacções acetogénicas envolvidas na digestão anaeróbia da matéria orgânica.
(adaptado de O’Flaherty et al., 2006).
Reacção Acetogénica
Gº’
(kJ/reacção)
CH3CH2COO
- + 3H2O  CH3COO
- + HCO3
- + H+ + 3H2 + 76,1
CH3CH2CH2COO
- + 2H2O  2CH3COO
- + H+ + 2H2 + 48,3
CH3CH2COH + H2O  CH3COO
- + H+ + 2H2 +9,6
Estas reacções de oxidação são termodinamicamente desfavoráveis (reacções endergónicas) em
condições que a pH2 no meio é superior a 10
-4 atm (McCarthy et al., 1986; Horiuchi et al., 2002).
Só quando a pressão parcial do hidrogénio no meio assumir valores abaixo de 10-4 atm, é que tais
reacções de oxidação são termodinamicamente favoráveis. Por exemplo, a oxidação do
propionato a acetato tem uma Gº’=+76 kJ/reacção, que na presença de bactérias metanogénicas
hidrogenofílicas passa a assumir valores termodinamicamente favoráveis ao desenrolar da
reacção (G=-25,6 kJ/reacção) (O’Flaherty et al., 2006; McCarthy et al., 1986).
Dois outros grupos tróficos podem desempenhar um papel importante durante a acetogénese: as
bactérias homoacetogénicas e as bactérias sintetizadoras de ácidos orgânicos.
Segundo O´Flaherty et al. (2006), as bactérias homoacetogénicas são organismos de crescimento
autotrófico e/ou heterotrófico, que como resultado do seu metabolismo geram acetato a partir de
H2/CO2 ou compostos multicarbonados. Embora o seu papel ainda não seja devidamente
conhecido, o que é facto é que a presença destas bactérias, em especial das autotróficas, pode
contribuir também para o sumidouro de hidrogénio do meio, permitindo manter a pH2 em valores
suficientemente baixos para que as reacções de oxidação dos produtos da acidogénese sejam
termodinamicamente favoráveis. Isto sugere a possibilidade de estabelecimento de uma
associação sintrófica entre bactérias acetogénicas e homoacetogénicas. De acordo com Grobicki
(1997), os microrganismos homoacetogénicos autotróficos mais comuns são os Clostridium e
Acetobacterium.
As bactérias sintetizadoras de ácidos orgânicos pertencem essencialmente ao género Clostridria,
e produzem ácidos orgânicos a partir de compostos unicarbonados (tais como acetato e/ou etanol)
quando a pH2 no meio é elevada. Este mecanismo metabólico permite reverter as reacções de
oxidação acetogénicas. Contudo, à semelhança do que acontece com as bactérias
homoacetogénicas, também neste caso o papel destas bactérias é ainda pouco conhecido.
(O’Flaherty et al., 2006).
No topo da estrutura hierárquica dos mecanismos reaccionais da digestão anaeróbia encontra-se
a metanogénese. Esta etapa é levada a cabo por algumas bactérias estritamente anaeróbias
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pertencentes ao reino das Arqueobactérias, como Methanococcus, Methanobacterium,
Methanosarcina e Methanobrevibacteria (Demirel & Yenigün, 2002; Grobicki, 1997).
Dependendo do tipo de substrato que utilizam, as metanogénicas podem ser divididas em duas
categorias: bactérias hidrogenofílicas, que produzem metano a partir da redução de H2 e CO2 e as
bactérias acetoclásticas que a partir da descarboxilação do acetato geram CH4.
A descarboxilação do acetato assume um papel de extrema importância no contexto reaccional do
processo de digestão anaeróbia, já que é responsável pela produção de cerca de 70% de metano
gerado (Solero et al., 2002). No entanto, a função desempenhada pelas metanogénicas
hidrogenofílicas é também de extrema importância uma vez que possibilitam a actuação das
bactérias acetogénicas, por associação sintrófica, ajudando a manter a pressão parcial do
hidrogénio no meio em níveis baixos e a controlar o potencial redox do meio.
Dado o elevado tempo de duplicação das bactérias metanogénicas, especialmente das
acetoclásticas (mínimo 2 a 3 dias (Solero et al., 2002)) a metanogénese é geralmente, em termos
cinéticos, o passo controlador da globalidade do processo de digestão anaeróbia.
Outros grupos de bactérias podem intervir em algumas das fases de degradação, como é o caso
das bactérias sulfato-redutoras. Na presença de sulfato, sulfito ou tiossulfato, as bactérias sulfato-
redutoras podem desenvolver-se por via heterotrofica ou litotrófica numa grande diversidade de
substratos.
Como já mencionado, as sulfato-redutoras são um grupo de bactérias estritamente anaeróbias que
têm a capacidade de utilizar sulfato como receptor de electrões no mecanismo de oxidação do H2
e de outros substratos, como por exemplo ácidos orgânicos voláteis (O’Flaherty et al., 2006).
Desta forma, as bactérias sulfato-redutoras podem competir interactivamente com outras bactérias
envolvidas nas etapas de degradação anaeróbia, levando à produção de H2S em vez de CH4
(Figura 2.1). A formação de sulfureto como produto final do metabolismo das sulfato-redutoras
pode ser tóxico para os diferentes grupos tróficos envolvidos na digestão anaeróbia,
particularmente para os microrganismos metanogénicos (Lopes et al., 2006; Wang et al., 2007).
2.2 Influência de factores ambientais na etapa da acidogénese
Para assegurar a eficiência e estabilidade de qualquer processo biológico é essencial que as
exigências ambientais dos microrganismos tais como nutrientes, temperatura, pH, sejam
devidamente preenchidas ou pelo menos garantido que estes parâmetros ambientais se
mantenham dentro de valores que não comprometam significativamente o processo biológico.
Por outro lado, é também importante garantir que o processo não é afectado pela presença de
substâncias que possam induzir inibição da actividade do consórcio microbiano.
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Neste trabalho, importa portanto retratar os factores ambientais que mais influenciam a
acidogénese, ou seja que condicionam as actividades metabólicas das bactérias intervenientes
nesse processo.
2.2.1 Requisitos nutricionais
Os processos anaeróbios são caracterizados por reduzidas produções celulares, pelo que as
necessidades em termos de nutrientes são consequentemente baixas em comparação com
sistemas aeróbios (Alexiou, 1998).
Os nutrientes de maior importância para a população microbiana anaeróbia são o azoto (N) e o
fósforo (P). A principal fonte de azoto nos efluentes é o ião amónio resultante da hidrólise de
proteínas ou da ureia. Quando o efluente não possui fósforo suficiente, este pode ser adicionado
ao processo na forma de ácido fósfórico ou sal de fosfato (Grobicki, 1997).
Para além destes nutrientes, outros elementos em quantidades vestigiais são requeridos para o
devido crescimento celular. São eles ferro, manganésio, molibdénio, zinco, cobre, cobalto, selénio,
tungsténio e níquel (Pohland, 1992).
A informação disponível na literatura, acerca dos requisitos nutricionais dos consórcios
microbianos intervenientes no processo de digestão anaeróbia é escassa e, quando existente é
direccionada para a metanogénese, uma vez que esta é a etapa limitante do processo.
A estimativa das necessidades de azoto e fósforo pode ser obtida a partir da taxa de crescimento
da população bacteriana e da sua composição celular (Speece & McCarty, 1964), assim utiliza-se
a relação CQO:N:P. Henze & Haremöes (1983) sugerem razões CQO:N de 400:7 para sistemas a
operar com cargas orgânicas elevadas (0,8 a 1,2 kg CQO kg-1 SSV d-1) e de 1000:7 para sistemas
a operar com carga orgânicas mais baixas (<0,5 kg CQO kg-1 SSV d-1); segundo Speece &
McCarty (1964) a proporção mássica entre azoto e fósforo deverá ser aproximadamente 7.
2.2.2 Temperatura
A temperatura afecta directamente a actividade dos microrganismos revelando ser um dos
factores que mais condiciona a digestão anaeróbia (Pohland, 1992). Normalmente são
consideradas três gamas de temperaturas (T): a) gama termofílica (T>45ºC), b) gama mesofílica
(20<T<45ºC) e psicrófilica (T<20ºC).
Vários estudos têm sido realizados para avaliar o efeito da temperatura no processo global de
digestão anaeróbia. Esses estudos têm sido mais centralizados na influência deste parâmetro na
fase metanogénica (fase limitante em termos cinéticos) sendo menor a atenção dispendida com a
fase acidogénica (Yu & Fang, 2003).
Num processo anaeróbio tendo como objectivo a biometanização, a operação a temperaturas
termófilicas possibilita a obtenção de maiores taxas de remoção, visto que as estirpes termófilicas
apresentam maiores taxas de crescimento que as mesófilicas (Pohland, 1992; Kim et al., 2002).
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Esta propriedade permite que os reactores termofílicos apresentem uma menor volumetria para
atingirem a mesma eficiência que os processos mesofílicos.
Contudo, a utilização dos processos termófilicos em digestão anaeóbia tem-se demonstrado
limitada. Esta limitação deve-se a problemas relacionados com a fraca qualidade do sobrenadante
(Kim et al., 2002) e à operação instável dos processos termofílicos devido à formação de
propionato em concentrações elevadas e cuja degradação pelos microrganismos acetogénicos é
lenta, o que se reflecte numa diminuição da eficiência da biometanização (Wang et al., 2006).
Em processos acidogénicos, Yu et al. (2002) estudaram a influência da temperatura na
acidógenese de um efluente sintético de lactícinos em dois reactores UASB. Para as temperaturas
testadas (37ºC e 55ºC) e a pH constante (5,5) não observaram diferenças ao nível do grau de
acidificação atingido, nem em termos de remoção da carência química de oxigénio para nenhuma
das cargas orgânicas testadas (4 a 24 g CQO L-1 d-1): as condições termofílicas e as mesofílicas
reflectiram-se em variações de 1 a 7% no grau de acidificação. Yu & Fang (2003) estudaram a
acidificação de efluentes ricos em proteínas, utilizando um efluente sintético à base de gelatina;
chegaram à conclusão que a eficiência de degradação da gelatina e o grau de acidificação
atingidos eram ligeiramente favorecidos pelo aumento de temperatura (20ºC para 55ºC): aumento
de 9% na eficiência de degradação e de 21% no grau de acidificação. Contudo os autores
concluíram que o efeito do parâmetro temperatura não era relevante quando comparado com a
influência de pH no processo de acidificação (pH=4 a pH=7, T=37ºC): aumento de 63%
relativamente à eficiência de degradação da gelatina e de 116% em relação ao grau de
acidificação atingido.
Estes resultados não corroboram os estudos de Alexiou & Anderson (2001) que avaliaram a
acidificação de efluentes de café numa gama de temperaturas de 37ºC a 65ºC (pH=4,5). Estes
autores concluíram que o aumento da temperatura não melhorava o grau de acidificação atingido
e que a 55ºC o grau de acidificação diminuía em cerca de 42%.
Em suma, para processos acidogénicos o parâmetro temperatura não parece ser tão relevante
como o é nos processos anaeróbios convencionais (com biometanização) e os estudos analisados
indicam também que o efeito da temperatura está relacionado com o tipo de efluente (substrato)
em estudo.
2.2.3 pH
A maioria dos microrganismos envolvidos nas fases da degradação anaeróbia apresentam
actividades máximas para valores de pH próximos da neutralidade e são sensíveis a variações de
pH, mas nem todos os grupos tróficos apresentem o mesmo grau de sensibilidade (Pohland,
1992). As bactérias metanogénicas são as mais sensíveis a variações deste parâmetro e o valor
óptimo de pH para estes microrganismos situa-se entre os 6,0 e 8,0 (Grobicki, 1997). Para os
microrganismos acidogénicos, o valor óptimo de pH situa-se entre os 5 e 6 (Zoetemeyer et al.,
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1982; Attal et al., 1986), pelo que toleram mais facilmente valores baixos de pH, podendo até
continuarem em actividade a pH  4 (Yu & Fang, 2002). Estes autores avaliaram a acidogénese de
efluentes lácteos num intervalo de pH de 4 a 6,5 (T=37ºC) e constataram que mesmo para valores
extremos de pH (pH=4) a acidificação do efluente à base de hidratos de carbono, proteínas e
lípidos processava-se atingindo-se eficiências de conversão dos compostos poluentes, na ordem
dos 69%, 34% e 16%, respectivamente. Concluíram também que o pH tem um efeito relevante na
distribuição dos produtos da acidificação, sendo favorecida a produção de acetato e butirato para
pH>5,5 e a de propionato a pH< 5,5. Os mesmos autores (Yu & Fang 2003) estudaram a
acidificação de efluentes com outro tipo de substrato (efluente rico em proteínas), utilizando um
efluente sintético à base de gelatina, para uma gama de valores de pH de 4 a 7. Concluíram
também que para este tipo de substrato, o pH influencia significativamente a distribuição dos
produtos da acidificação, sendo favorecida a produção de acetato e butirato para pH>6,0 e a de
propionato a pH<5,0.
Resultados contrários são retratados por Fang & Liu (2002) que estudaram a influência do pH na
acidificação da glucose. Estes autores concluem que a produção de propionato é suprimida para
valores baixos de pH por inibição das bactérias produtoras de propionato, enquanto que as
bactérias produtoras de butirato são tolerantes a valores baixos de pH e por isso a produção de
butorato é favorecida nessas condições.
Outros estudos (Zoetemeyer et al., 1982b; Attal et al., 1986; Horiuchi et al., 2002) dão conta da
influência do pH, não tanto como aspecto inibidor do processo de acidificação de substratos, mas
como condicionador da distribuição dos produtos resultantes da acidificação.
Resumindo, a influência do pH do meio no processo de acidificação anaeróbia parece depender
da composição inicial do substrato a degradar.
2.2.3 Toxicidade e inibição
A estrutura reaccional da digestão anaeróbia é caracterizada pela existência de diferentes grupos
tróficos de bactérias, que se desenvolvem em consórcio (O’Flaherty et al., 2006). Os vários grupos
bacterianos presentes podem apresentar diferentes comportamentos face a uma dada substância
tóxica, pelo que os termos “toxicidade” e “inibição” podem ter um significado relativo (Alexiou,
1998). Por outro lado, alguns compostos considerados como inibidores podem ser efectivamente
biodegradados por um consórcio microbiano, que tenha sofrido adaptação à substância em causa.
Chen et al. (2007) consideram a amónia, sulfuretos, iões metálicos, metais pesados e algumas
substâncias orgânicas como os mais comuns compostos inibitórios da digestão anaeróbia.
A amónia forma-se durante o processo de tratamento anaeróbio, por biodegradação de
compostos orgânicos nitrogenados, essencialmente proteínas e ureia. Para valores mais elevados
de pH forma-se a amónia livre (NH3) que é considerada como uma substância inibidora, uma vez
que facilmente entra no interior das células, por difusão, afectando o balanço de iões aí
estabelecido e causando deficiências ao nível da presença/disponibilidade de potássio (de Baere
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et al., 1984 e Gallert et al., 1998, referenciados por Chen et al., 2007). De entre os quatros tipos de
microrganismos anaeróbios, os metanogénicos são os menos tolerantes e aqueles cujo
crescimento é mais afectado devido ao efeito inibitório do NH3; valores de 4000mg L
-1 de amónia
na sua forma não ionizada (NH3) são considerados com inibitórios da actividade dos
microrganismos metanogénicos. Contudo concentrações acima dos 6000 mg L-1 têm sido
consideradas como toleráveis pelas outras bactérias não metanogéniocas (Pohland, 1992).
Compostos à base de sulfato podem ser encontrados em alguns efluentes industriais (Lopes et al.,
2006). Em condições anaeróbias, o sulfato é reduzido a sulfureto por acção das bactérias sulfato-
redutoras. Como resultado, dois níveis de inibição podem ocorrer (Chen et al., 2007): supressão
da produção de metano devido à competição das bactérias sulfato-redutoras por substratos
orgânicos e inorgânicos e toxicidade causada aos diferentes grupos tróficos anaeróbios devido à
formação de ácido sulfídrico.
As bactérias sulfato-redutoras podem degradar, de forma completa ou parcial, uma grande
diversidade de substratos tais como ácidos orgânicos voláteis, etanol e outros álcoois, hidrogénio,
que são também utilizados por outros grupos tróficos. Contudo é com as bactérias metanogénicas
que os efeitos de competição por substrato são mais expressivos (Chen et al., 2007).
O ácido sulfídrico (H2S) pode ser tóxico para os diferentes grupos tróficos envolvidos no processo
de digestão anaeróbia, incluindo as próprias bactérias sulfato-redutoras. O H2S pode penetrar na
membrana celular, por difusão, e no interior do citoplasma o efeito tóxico manifesta-se através da
interferência do sulfureto na actividade de algumas co-enzimas e no metabolismo de assimilação
de enxofre no interior da célula (Vogels et al., 1988 referenciado por Chen et al., 2007). A literatura
reporta níveis inibitórios de sulfureto acima dos 200 mg L-1 (Grobicki, 1997), embora em algumas
situações os efeitos tóxicos só se façam sentir para valores de 800mg L-1 (Parkin et al.,1990
referenciado por Chen et al., 2007).
De todos os grupos tróficos intervenientes na digestão anaeróbia, os microrganismos
metanogénicos são os mais susceptíveis a efeitos de inibição por sulfuretos e os acidogénicos os
mais resistentes. Os níveis de toxicidade apresentados pelos microrganismos acetogénicos são
comparáveis aos níveis de toxicidade que as próprias bactérias sulfato-redutoras exibem perante a
presença de sulfuretos (Maillacheruvu et al., 1993).
Valores elevados de sais podem causar desidratação das células dos microrganismos devido à
pressão osmótica. A toxicidade devida à presença elevada de sais está predominantemente
associada a catiões, nomeadamente iões metálicos como sódio, potássio, cálcio e magnésio.
Estes elementos são nutrientes essenciais ao crescimento microbiano, mas em concentrações
excessivas afectam a velocidade de crescimento e podem até inibir o metabolismo do consórcio
microbiano. De acordo com Caetano (1989), para estes elementos as concentrações
estimulatórias do metabolismo microbiano situam-se na gama de 75 a 4000 mg L-1, ocorrendo uma
inibição moderada para concentrações de 1000 a 5500 mg L-1 e uma inibição forte para
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concentrações compreendidas entre 3000 a 12000 mg L-1. É ainda de referir que quando vários
destes catiões estão presentes simultaneamente podem exercer efeitos mais complexos, já que
alguns podem actuar antagonicamente, aumentado a tolerância do consórcio microbiano a outros
catiões, enquanto outros iões metálicos podem agir sinergisticamente, agravando os seus efeitos
tóxicos.
Alguns metais pesados, quando presentes em solução na sua forma livre podem apresentar um
efeito adverso no processo de digestão anaeróbia (Grobicki, 1997). O efeito tóxico dos metais
pesados é atribuído à sua interferência com certos grupos funcionais enzimáticos ou precursores
metabólicos (Pohland, 1992). Os microrganismos acidogénicos apresentam uma menor
sensibilidade à concentração elevada de metais pesados do que os microrganismos
metanogénicos (Demirel & Yenigün, 2002; Chen et al., 2007). Segundo Lin (1992; 1993) (citado
por Demirel & Yenigün, 2002) o cobre e o zinco são os metais cujo efeito tóxico é mais acentuado
no metabolismo dos microrganismos acidogénicos, enquanto o cádmio e o cobre afectam mais a
actividade metanogénica. Para além destes elementos o crómio, níquel, chumbo e ferro são
também causadores de toxicidade.
Os principais métodos de mitigação da toxicidade por metais pesados incluem a precipitação,
sorção e quelação por ligandos orgânicos e inorgânicos (Chen et al., 2007).
Uma grande variedade de substâncias orgânicas pode afectar negativamente os processos
anaeróbios. Do inventário dessas substâncias fazem parte compostos alifáticos halogenados,
aromáticos, clorofenóis, ácidos gordos de cadeia longa e compostos à base de lenhina (Chen at
al., 2007).
A toxicidade dos clorofénois (principalmente de pentaclorofenol) tanto afecta os microrganismos
acidogénicos como os metanogénicos. Piringer & Bhattacharya (1999) avaliaram os efeitos tóxicos
de pentaclorofenol em sistemas acidogénicos anaeróbios e constataram que valores acima dos 35
mg L-1 inibiram parcialmente a degradação da glucose.
Os outros compostos acima referenciados têm efeitos inibitórios repercutíveis essencialmente na
metanogénese (Chen et al., 2007). Contudo é de realçar que o efeito inibitório de alguns
compostos pode diminuir ou até desaparecer, após um dado período de adaptação da biomassa,
uma vez que a aclimatização do consórcio anaeróbio pode aumentar a sua tolerância a choques
de substâncias tóxicas e promover a sua biodegradação (Grobicki, 1997; Alexiou,1998).
2.3 Influência de factores operacionais na etapa da acidogénese
A eficiência e estabilidade de qualquer processo biológico é obviamente condicionada pelo grau
de satisfação dos requisitos ambientais dos microrganismos, mas depende também das condições
de operação impostas aos reactores biológicos. Em sistemas anaeróbios, os parâmetros
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operatórios mais importantes são o tempo de retenção hidráulico (TRH), o tempo de retenção de
sólidos e a carga orgânica aplicada. De entre estes parâmetros, a literatura aponta o tempo de
retenção hidráulico como o principal parâmetro operacional em sistemas acidogénicos
anaeróbios (Demirel & Yenigün, 2002; Guerrero et al.,1999; Yang et al., 2003; Demirel & Yenigün,
2004; Fang & Yu, 2001). Contudo, a magnitude da influência deste parâmetro no grau de
acidificação atingido em sistemas acidogénicos é um aspecto controverso.
No estudo da acidogénese de efluentes de lactícinios, Demirel & Yenigün (2004) concluíram que o
TRH afectava a distribuição dos AOVs produzidos e que a sua manipulação era essencial para a
acidificação de um substrato complexo: elevados graus de acidificação foram atingidos para
baixos TRH, a temperaturas mesofílicas e sem controlo de pH. Fang & Yu (2001) avaliaram a
acidificação da lactose e concluíram que o processo de acidificação não era sensível a variações
de TRH, tanto em termos de produção global de AOVs, como no que diz respeito à distribuição
dos produtos da acidificação. Semelhante conclusão obteve Alexiou (1998) que avaliou a
acidificação anaeróbia de efluentes sintéticos de café e de efluentes de matadouros.
Em suma, a importância do parâmetro TRH não é um aspecto a ser avaliado isoladamente, pois
os seus efeitos parecem depender da composição inicial do substrato a degradar, mas também
das condições ambientais impostas ao sistema acidogénico (Guerrero et al., 1999; Alexiou, 1998).
Por este motivo, é um parâmetro operacional bastante importante que não deve ser negligenciado
no dimensionamento de sistemas acidogénicos (Alexiou, 1998).
2.4 Estado da arte da aplicação do processo de acidificação
anaeróbia como pré-tratamento de efluentes líquidos
Como já foi referido anteriormente, a estrutura reaccional da digestão anaeróbia é caracterizada
por 4 sequências principais de degradação (hidrólise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese), interligadas entre si pela existência de diferentes grupos tróficos de bactérias que
se desenvolvem em consórcio, de forma equilibrada e coordenada (O’Flaherty et al., 2006).
O interesse pelo estudo da etapa acidogénica do processo de digestão anaeróbia, como pré-
tratamento surgiu a partir do momento que a comunidade científica se apercebeu que as
condições ambientais que favoreciam alguns grupos tróficos (como por exemplo os
microrganismos acidogénicos) podiam ser inibitórias para outros (microrganismos metanogénicos),
colocando em causa o devido funcionamento dos sistemas anaeróbios, com vista à
biometanização. Como resultado surgiu o processo de digestão anaeróbia em duas fases: 1ªfase,
pré-tratamento, associada à hidrólise/acidogénese e a 2ª fase associada à
acetogénese/metanogénese.
Por outro lado, a capacidade das bactérias acidogénicas utilizarem como substratos algumas
substâncias consideradas persistentes em condições aeróbias, tem levado a que vários estudos
surjam no âmbito da acidogénese como uma fase de pré-tratamento que possa anteceder a um
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tratamento biológico aeróbio. Os efluentes da indústria farmacêutica (à base de benzeno e seus
derivados, cianatos, clorofórmio, etc) (Oktem et al., 2006), e efluentes industriais contendo
contendo hidrocarbonetos aromáticos polinucleares (Ng et al., 1999) são exemplo de efluentes
considerados dificilmente biodegradáveis em condições aeróbias.
Nos últimos anos, o estudo da fase acidógenica tem deixado de ter uma aplicação restrita ao pré-
tratamento de efluentes. O interesse pela produção de combustíveis alternativos aos fósseis tem
crescido exponencialmente, em particular no que diz respeito à produção de hidrogénio (Cheong &
Hansen, 2006). Sendo o H2 um dos produtos resultantes da acidificação anaeróbia, o interesse
pelo estudo deste mecanismo bioquímico, no sentido de definir condições óptimas para aplicação
a uma produção biológica de H2 à escala industrial, tem igualmente aumentado (Cheong et al.,
2007; Kyazze et al., 2007; Ren et al., 2007; Lin & Chang, 1999).
Os ácidos orgânicos voláteis produzidos durante a fase acidogénica também podem ser utilizados
como substrato para a produção biológica de polihidroxialcanoatos (PHA) que são polímeros de
síntese biológica com propriedades semelhantes às dos plásticos convencionais (Dionisi et al.,
2005). Este aspecto tem despertado a atenção científica e industrial para a acidogénese anaeróbia
como operação unitária de um processo industrial produtivo.
Alguns dos estudos realizados por diferentes autores onde foi utilizada a etapa acidogénica da
digestão anaeróbia como pré-tratamento de efluentes ou como operação unitária interveniente
num processo produtivo, serão de seguida apresentados. Pretende-se com este levantamento dar
uma noção da diversidade de aplicações biológicas que a acidogénese pode ter, não se tratando
exclusivamente de mais uma etapa reaccional do mecanismo da digestão anaeróbia.
2.4.1 A acidogénese como primeira etapa na digestão anaeróbia
em duas fases
Nas aplicações convencionais de processos de digestão anaeróbia, os diferentes grupos tróficos
envolvidos estão fisicamente presentes no mesmo reactor. Mas esses grupos tróficos diferem em
termos de necessidades nutricionais, tolerância a pH e apresentam fisiologias, taxas de
crescimento, cinéticas reaccionais e respostas a condições ambientais adversas distintas (Demirel
& Yenigün, 2002; Solera et al., 2002; Ghosh & Klass, 1978). Como consequência, condições que
são favoráveis à acidogénese (baixos valores de pH e baixos tempos de retenção hidráulicos) são
inibidores não só ao desenvolvimento de microrganismos metanogénicos, mas também aos
acetogénicos devido à sua associação sintrófica com os microrganismos metanogénicos
hidrogenofílicos.
Como forma de ultrapassar muitos dos problemas operacionais dos processos de digestão
anaeróbia convencionais (estabilidade operacional do reactor face a variações de carga e
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consequente acumulação de AOV), Pohland e Gosh em 1971 (citados em Demiel & Yenigün,
2002) propuseram a separação física dos microrganismos intervenientes no início da digestão
anaeróbia (hidrólise e acidogénese) dos microrganismos acetogénicos e metanogénicos. Esta
separação em dois reactores de funcionamento em série permitia impor condições operacionais
distintas, de acordo com as características dos grupos tróficos presentes em cada reactor como
estratégia de optimização do processo geral da digestão anaeróbia (Demirer & Chen, 2005)
(melhor degradação de poluentes e menores rendimentos de biogás).
A aplicabilidade do processo de digestão anaeróbia em duas fases tendo vindo a ser estudada e
aplicada a uma grande diversidade de efluentes industriais, abrangendo a indústria alimentar
(cafés solúveis, bebidas), a indústria da celulose, o tratamento de lamas residuais urbanas,
valorização da fracção orgânica de resíduos sólidos urbanos, etc (tabela 2.3).
Tabela 2. 3 - Exemplos de aplicações de sistemas de duas fases em digestão anaeróbia.
Adaptado de Demirel & Yenigün (2002).
Tipo Reactor
Origem
substrato
Tempo
retenção
hidráulico
(h)
Carga Orgânica
(g CQO L-1 d-1)
Gama de
temperatura
Eficiência
remoção
(%)
Aplicação
Contacto Confeitaria 166 - Mesofílica 50 (CQO) Laboratorial
CSTR
Óleo de
palma
- - Mesofílica 85 (CQO) Laboratorial
CSTR+Filtro
Anaeróbio
Bebidas 177,6 - Mesofílica 96 (CQO) Laboratorial
CSTR+UASB
Café
solúvel
12 16
Mesofílica/
Termofílica
77 (CQO) Laboratorial
CSTR Melaço - - Termofílica 65 (CQO) Laboratorial
CSTR+digestor
de fluxo
ascendente
Lamas
residuais
urbanas
- - Mesofílica 53 (SV) Laboratorial
CSTR
Resíduos
sólidos
urbanos
- -
Mesofílica/
Termofílica
83,5 (SV) Laboratorial
Filtro
anaeróbio +
UASB
Pasta para
papel
21 11 Mesofílica 90 (CQO) Laboratorial
CSTR+Filtro
Anaeróbio
Leite 48 5 Mesofílica 90 (CQO) Laboratorial
A lista de estudos relacionados com o recurso à acidogénese como pré-tratamento (1ªfase) de um
processo metanogénico (2ªfase) é extensa. Neste levantamento apresenta-se como exemplo de
aplicação da acidificação anaeróbia como pré-tratamento na digestão anaeróbia em duas fases, o
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trabalho desenvolvido por Dinsdale (1997b) com efluente proveniente do processamento de café
solúvel. A problemática do tratamento biológico deste tipo de efluente alimentar está associada,
não à sua dificuldade em ser submetido a tratamento anaeróbio convencional, quer na gama
mesofílica como termofílica (Dinsdale et al., 1997a), mas sim ao facto das cargas orgânicas
máximas admissíveis ao processo serem relativamente modestas. A justificação apresentada para
este facto reside na presença de compostos inibitórios na composição do efluente.
Para superar esta problemática Dinsdale et al. (1997b) propôs-se avaliar a digestão anaeróbia em
duas fases como tecnologia de tratamento, utilizando um reactor CSTR acidogénico termofílico
associado a um reactor UASB metanogénico mesofílico ou termofílico.
A figura 2.2 apresenta o diagrama processual da instalação utilizada no estudo.
Figura 2. 2 – Esquema laboratorial do sistema de digestão anaeróbia em duas fases utilizado no tratamento
de efluente da indústria de processamento de café solúvel.
Os reactores acidogénicos foram inoculados com 310 mL de grânulos provenientes de um digestor
UASB mesofílico utilizado no tratamento de efluentes da indústria do papel. Desta forma a cada
reactor acidogénico foi imposta uma concentração inicial de biomassa de 2,5 g SV L-1.
Efluente
Acidificado
Efluente
Tratado
Vútil=5,6 L
T=55ºC
Câmara
ajuste pH
Vútil=4,8 L
T=35ºC
Influente
café
instantâneo
CQO=10g L-1
T=5ºC
CQO:N:P=400:7:1
Efluente
Acidificado
Efluente
Tratado
Vútil=5,6 L
T=55ºC
Câmara
ajuste pH
Vútil=4,8 L
T=55ºC
Sensor
pH
Sensor
pH
AC1
AC2
Biogás
Biogás
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A alimentação com o efluente em estudo foi iniciada com um TRH de 24 horas e a carga orgânica
foi sendo incrementada, a cada dois dias, até se atingir o valor de 10 g CQO L-1 d-1 (So= 10 g CQO
L-1; TRH=24 horas). O valor de pH em cada reactor foi ajustado para 6, por adição de 50g NaOH
L-1. 69 dias após o arranque do reactor AC1 e 58 dias após o arranque do reactor AC2, o sistema
de controle de pH foi desactivado e adição de bicarbonato de sódio com uma concentração de 1,5
gL-1 ao efluente a acidificar, foi iniciada.
Os reactores UASB metanogénicos foram inoculados com 1,6L de biomassa em grânulos
provenientes de um reactor anaeróbio mesofílico em operação numa fábrica de processamento de
café solúvel. A cada reactor UASB foi imposta uma concentração inicial de biomassa de 14,5 g SV
L-1 e um leito de lamas de 21 cm de altura. Ambos reactores operaram durante 100 horas como
um sistema anaeróbio convencional, tendo como alimentação o efluente em estudo. Após esse
período, a alimentação foi cessada durante 10 dias, sendo apenas mantida a temperatura
pretendida em cada reactor (35ºC ou 55ºC). A alimentação aos reactores foi posteriormente
iniciada com efluente acidificado, proveniente dos reactores acidogénicos da instalação
laboratorial. O pH do efluente acidogénico foi ajustado para 6,7 numa câmara de 150mL de
capacidade, por adição de 50 gL-1 de NaOH. 69 dias após o arranque do reactor UASB mesofílico
e 58 dias após o arranque do reactor UASB termofílico, a câmara de ajuste de pH foi desactivada.
A matriz experimental testada por Dinsdale et al. (1997b) nos reactores acidogénicos termofílicos
e nos reactores metanogénicos está apresentada na figura 2.3. a) e b), respectivamente. O
trajecto experimental seguido está assinalado com setas.
Carga orgânica (g CQO L-1d-1)
CQO da alimentação (So) (g O2 L-1)TRH
(horas (dia)) 8 10
24 (1) 8,0
10,0
(pH=sc*)
10,0
(pH=6)
18 (0,75) 10,7
13,3
(pH=sc*)
13,3
15 (0,625) 12,8
16,0
(pH=sc*)
16,0
12 (0,5)
16,0
(pH=sc*)
20,0
(pH=sc*)
20,0
sc*: sem controle de pH.
Figura 2. 3 – Matriz experimental dos reactores utilizados no tratamento de efluente da indústria de
processamento de café solúvel.
a) reactores acidogénicos termofílicos;
b) reactores UASB metanogénicos – reactor termofílico ( ; ), reactor mesofílico ( ; ).
Carga orgânica (g CQO L-1d-1)
CQO da alimentação (So) (g O2 L-1)TRH
(horas (dia)) 8 10
24 (1) 8,0
10,0
(pH=sc*)
10,0
(pH=6)
21 (0,875) 8,0
11,4
(pH=sc*)
11,4
18 (0,75) 10,7
13,3
(pH=sc*)
13,3
15 (0,625) 12,8
16,0
(pH=sc*)
16,0
12 (0,5)
16,0
(pH=sc*)
20,0 20,0
b)a)
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Os resultados obtidos revelaram que a acidificação termofílica atingiu valores de 37% de grau de
acidificação, sendo os AOV’s predominantes o ácido n-butírico, acético e propiónico. O controlo do
valor de pH para 6 não proporcionou benefícios acrescidos, em termos de melhoria do grau de
acidificação atingido e em termos da distribuição de AOV’s.
A diminuição do TRH manifestou-se negativamente na percentagem de acidificação atingida,
embora pouco se tenha reflectido na composição do efluente acidificado, em termos de AOV’s.
Graus de acidificação de 40% foram atingidos para um TRH= 24 horas, enquanto a redução para
metade no TRH (12 horas) baixou para 20% o grau de acidificação observado.
Relativamente aos reactores metanogénicos, o processo mesofílico apresentou uma estabilidade
operacional mais acentuada do que o processo termofílico, não só em termos de redução de CQO
(máximo de 77% e 68%, respectivamente), como no que diz respeito à presença de AOV’s no
efluente tratado (em média registou-se um total de 13 mg AAc L-1 de AOV’s no processo
mesofílico e 210 mg AAc L-1 no processo termofílico). A produção de metano rondou os 0,32 m3
por kg CQO removido, em ambos os reactores.
A remoção do sistema de ajuste de pH do efluente acidificado previamente à sua alimentação aos
reactores metanogénicos melhorou a performance do reactor a 55ºC, em termos de teor total de
AOV’s no efluente final mas não alterou a sua composição, continuando a ser o ácido propiónico o
AOV de maior expressão.
Dinsdale comparou os resultados obtidos no seus estudos com valores experimentais obtidos na
monitorização de reactores UASB convencionais (de estágio único - mesofílico e termofílico)
usando o mesmo tipo de efluente (Dinsdale et al. 1997a). Em termos gerais, essa comparação
evidenciou que o uso da acidificação termofílica como pré-tratamento se reflecte num aumento
substancial da carga orgânica aplicada (60%), da produção de metano (23%) e numa diminuição
do TRH (100%).
2.4.2 A acidogénese anaeróbia como pré-tratamento para
melhorar a biodegradabilidade aeróbia de efluentes
É conhecida a capacidade dos sistemas anaeróbios em degradar compostos como pesticidas
organoclorados, corantes azotados e benzeno que são substâncias persistentes em processos
aeróbios (Ng et al., 1999). No entanto é também sabido que os processos anaeróbios requerem
geralmente tempos de retenção mais longos do que os sistemas aeróbios, o que em algumas
situações pode não ser rentável em termos económicos e operacionais.
Desta forma, o recurso à acidificação anaeróbia como pré-tratamento que antecede um sistema
aeróbio pode ser a alternativa mais atractiva para o tratamento de alguns efluentes industriais (Ng
et al., 1999; Piringer & Bhattacharya, 1999). Este pré-tratamento biológico possibilita a conversão
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parcial de substâncias orgânicas persistentes, em compostos que são mais facilmente degradados
em processos aeróbios e apresenta ainda tempos de retenção mais baixos (Piringer &
Bhattacharya, 1999; Wang et al. 2007).
A potencialidade do tratamento de compostos de derivados de benzeno e de hidrocarbonetos
aromáticos polinucleares em sistemas acidogénicos-aeróbios de funcionamento sequencial
descontínuo foi avaliada por Ng et al. (1999). O principal objectivo do trabalho destes autores foi
estabelecer as condições óptimas que favoreciam a acidogénese do efluente em estudo e avaliar
o efeito dessa acidificação na fase aeróbia do sistema de tratamento.
As experiências laboratoriais foram realizadas em dois sistemas em paralelo. Um desses sistemas
era constituído por um reactor descontínuo sequencial aeróbio e o seu funcionamento tinha como
objectivo permitir a avaliação da biodegradabilidade aeróbia de compostos como nitrobenzeno,
bifenil, naftaleno e antraceno.
O outro sistema era formado por dois reactores descontínuos sequenciais, um acidogénico e o
outro aeróbio, dispostos em série.
A representação esquemática da instalação experimental utilizada está apresentada na figura 2.4.
Biogás
Ar comprimido
Fonte de
carbono
Solução
Nutrientes
Solução
Nutrientes
Ar comprimido
EfluenteEfluente Acidificado
Efluente
Alimentação
Alimentação
1
6
2
23
4
4
4
4 4
5
LEGENDA:
1- Reactor acidogénico
2- Reactor aeróbio
3- Banho de água (35ºC)
4- Bomba peristáltica
5- Medidor de biogás
6- Agitador magnético
Figura 2. 4 – Representação esquemática da instalação laboratorial utilizada no tratamento de efluentes ricos
em hidrocarbonetos aromáticos polinucleares. Adaptado de Ng et al. (1999).
O reactor acidogénico foi inoculado com biomassa proveniente de um digestor anaeróbio de lamas
de uma estação de tratamento de águas residuais urbanas. A biomassa anaeróbia foi crivada e
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aclimatizada na presença de nitrobenzeno, num reactor de 5L operado a uma temperatura entre
24 e 32ºC. O reactor de aclimatização foi operado de modo intermitente, com duas alimentações e
extracções diárias; a concentração de nitrobenzeno no reactor foi gradualmente incrementada de
10mg L-1 a 50 mg L-1 em 30 dias e o pH do reactor foi decrescendo para valores entre 3,5 a 4,5.
Os reactores aeróbios foram inoculados com biomassa proveniente do tanque de arejamento de
uma estação de tratamento de águas residuais urbanas. Esta biomassa foi também adaptada na
presença de concentrações crescentes de nitrobenzeno (10 mg L-1 a 50 mg L-1) durante 30 dias.
Nos dois sistemas laboratoriais (aeróbio e acidogénico + aeróbio), as experiências laboratoriais
foram estratificadas em três etapas consoante o tipo e poluente (composto recalcitrante) que se
pretendia avaliar (tabela 2.4).
Tabela 2. 4 - Composição do efluente sintético utilizado nas diferentes etapas experimentais (pH=7,4 ±0,1)
ETAPA
Composto
recalcitrante
Fonte de
carbono
Nutrientes Alcalinidade
I
Nitrobenzeno
(50-250 mg L-1)
Sucrose
(1800mg L-1)
NH4Cl (380 mg L-1)
K2HPO4 (26 mg L-1)
NiCl2.6H2O (0,41 mg L-1)
Co (NO3)2.6H2O (0,20 mg L-1)
ZnCl2 (1,04 mg L-1)
FeSO4 (1,0 mg L-1)
NaHCO3 (100mg L-1)
II
Bifenil
(12-13 mg L-1)
Metanol
(1580mg L-1)
NH4Cl (380 mg L-1)
K2HPO4 (26 mg L-1)
NiCl2.6H2O (0,41 mg L-1)
Co (NO3)2.6H2O (0,20 mg L-1)
ZnCl2 (1,04 mg L-1)
FeSO4 (1,0 mg L-1)
NaHCO3 (100mg L-1)
III
Antraceno
(1,86 mg L-1)
Bifenil
(10,06 mg L-1)
Naftaleno
(37,11 mg L-1)
Metanol
(1580mg L-1)
NH4Cl (380 mg L-1)
K2HPO4 (26 mg L-1)
NiCl2.6H2O (0,41 mg L-1)
Co (NO3)2.6H2O (0,20 mg L-1)
ZnCl2 (1,04 mg L-1)
FeSO4 (1,0 mg L-1)
NaHCO3 (100mg L-1)
A tabela 2.5 apresenta as condições de operação impostas a cada um dos sistemas.
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Tabela 2. 5 - Condições operatórias impostas aos reactores sequenciais descontínuos.
Sistema acidogénico-aeróbio
Parâmetro operacional
Reactor acidogénico Reactor aeróbio
Sistema
aeróbio
Volume útil (L) 2 3 3
Volume de enchimento (L) 1 1,5 1,5
Temperatura (ºC) 35±1 24 a 32 24 a 32
[O2] dissolvido (mg O2 L-1) - 3 3
[Biomassa] (mg MLSS L-1) 8000 3000 3000
Tempo retenção de sólidos (d) 20 a 30 10 a 15 10 a 15
Tempo retenção hidráulico (h) 8; 12;16;24 12 12
Tempo enchimento (h)
Tempo reacção (h)
Tempo decantação (h)
Tempo extracção (h)
0,25
3; 5; 7; 11
0,5
0,25
0,33
4
1,5
0,17
0,33
4
1,5
0,17
Carga orgânica (mg TOC L-1 d-1) 500 a 1500 - -
Carga orgânica (mg TOC mg-1 MLSS d-1) - 0,29 a 0,45 0,38 a 0,46
Os resultados experimentais evidenciaram que o processo acidogénico afectou positivamente o
funcionamento do sistema aeróbio, melhorando a eficiência de degradação aeróbia dos
compostos orgânicos persistentes avaliados.
Assim, usando sucrose como co-substrato, o sistema acidogénico-aeróbio atingiu uma eficiência
de remoção de 98%, enquanto que o sistema aeróbio atingiu valores na ordem dos 87%. Este
aspecto revela a capacidade do sistema acidogénico para converter nitrobenzeno em anilina que é
mais facilmente biodegradável em condições aeróbias e muito menos tóxico que o nitrobenzeno. A
alteração do TRH no sistema acidogénico não alterou, de forma significativa, a eficiência global de
remoção do composto.
Com a incorporação do pré-tratamento acidogénico, a eficiência de remoção de bifenil
incrementou de 86% para 92%. Para além disso, quando o bifenil foi alimentado ao sistema
acidogénico-aeróbio com outros compostos recalcitrantes (naftaleno e antraceno) a sua eficiência
de remoção chegou aos 99%. É portanto de concluir que a composição da mistura de compostos
recalcitrantes afecta a biodegradabilidade individual de cada um dos compostos da mistura.
Ng et al. (1999) avaliaram também as características de sedimentabilidade da biomassa dos
reactores aeróbios incorporados em cada um dos sistemas da instalação laboratorial. Verificaram
que a pré-acidificação do efluente com compostos orgânicos recalcitrantes melhorou as
características de sedimentabilidade da biomassa aeróbia, o que se reflectiu em valores do índice
volúmico de lamas inferiores a 100 mL g-1. Em contrapartida, a biomassa do sistema
exclusivamente aeróbio, apresentou muitos mais microrganismos filamentosos e o índice volúmico
de lamas atingiu valores muitos superiores, entre os 200 e os 400 mL g-1.
Em suma, para as condições estudadas a incorporação do sistema acidogénico como pré-
tratamento de um estágio aeróbio melhora, não só a biodegrabilidade dos compostos
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recalcitrantes, mas também se reflecte numa melhoria das características de sedimentabilidade
das lamas, o que é bastante importante em termos de satisfação de critérios de descarga do
efluente relativamente ao teor de sólidos em suspensão.
2.4.3 A acidificação anaeróbia na produção de biológica de
hidrogénio
A dependência energética da sociedade mundial em relação ao petróleo e de outros combustíveis
fósseis tem levado a uma rápida diminuição da disponibilidade dessas fontes primarias de energia.
Paralelamente, as emissões poluentes associadas à queima deste tipo de combustíveis têm
consequências negativas ao nível das alterações climáticas, devido à sua contribuição para o
efeito de estufa.
Para ultrapassar esta problemática várias soluções têm sido equacionadas e estão actualmente
em investigação. Uma delas consiste na utilização de hidrogénio como alternativa energética aos
combustíveis fósseis. O H2 é considerado como uma fonte de energia limpa, visto a sua
combustão não originar gases que contribuem para o efeito de estufa (Cheong et al., 2007).
Contudo não sendo uma fonte primária de energia, o H2 tem que ser produzido a partir de outras
fontes energéticas não renováveis como gás natural ou carvão.
Os sistemas biológicos de produção de hidrogénio têm sido estudados como uma alternativa
promissora, uma vez que são processos ambientalmente mais amigáveis e utilizam como matéria-
prima fontes de carbono renováveis. De entre os diferentes processos de produção biológica de
hidrogénio, os que têm sido mais estudados são os que utilizam bactérias fotossintéticas e os que
recorrem a bactérias acidogénicas (Cheong et al., 2006). Os processos biológicos acidogénicos
têm sido os preferidos, uma vez que não são dependentes da disponibilidade de energia solar
nem precisam de elevadas áreas de implantação.
Como exemplo apresenta-se o trabalho desenvolvido por Ren et al. (2007) que avaliou as
condições óptimas de acidificação para a produção biológica de hidrogénio, em reactores
contínuos acidogénicos.
Os mecanismos de acidificação (fermentação) podem ser estratificados em três tipos, consoante a
distribuição de AOvs que se encontra no efluente acidificado. Assim, tem-se: a fermentação do
tipo ácido butírico, caracterizada pela formação de ácido butírico e acético e pela produção de CO2
e H2; a fermentação do tipo ácido propiónico com a formação de propionato, acetato e sem
produção de produtos gasosos; e a fermentação do tipo etanol caracterizada pela presença de
etanol e ácido acético e pela formação de CO2 e H2. No trabalho desenvolvido por Ren et al.
(2007) foram analisadas as condições operacionais que favoreciam determinado tipo de
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fermentação a partir de melaço e em qual das situações a produção biológica de hidrogénio era
maximizada.
A representação esquemática da instalação laboratorial utilizada está presente na figura 2.5.
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Figura 2. 5 – Representação esquemática do reactor acidogénico mesofílico utilizado no estudo da produção
biológica de hidrogénio. Adaptado de Ren et al. (2007).
Um reactor CSTR de 3,1 L equipado com um separador de três fases foi inoculado com biomassa
aeróbia que foi progressivamente convertida em anaeróbia por redução do potencial redox do
meio e mantendo o pH=6 por adição de NaOH (6M). A selecção da cultura anaeróbia decorreu
durante 40 dias e o substrato utilizado foi à base de melaço (80% de glucose) com ajuste de
nutrientes (glucose:N:P=1000:5:1).
Posteriormente, a experiência foi dividida em duas partes. Na primeira foi avaliado o efeito do
potencial redox (por adição de FeCl3 (10mN)) e do pH (por ajuste com NaOH (6M) e HCl (4M)) no
tipo de fermentação que era obtido. Na 2ª parte, de acordo com a informação angariada
anteriormente, foi analisada a capacidade de produção de hidrogénio para a fermentação do tipo
ácido butírico e do tipo etanol, para uma carga orgânica de 15g CQO L-1 d-1.
Os resultados experimentais revelaram que potenciais redox mais elevados (100 a -100 mV)
favorecem a fermentação do tipo ácido propiónico. Por outro lado, a fermentação do tipo etanol é
favorecida para pH<4,5, prevalecendo a fermentação do tipo ácido butírico e do tipo propiónico
para pH> 5-5,5. O valor de pH=5,5 revelou ser uma condição fronteira, uma vez que mesmo para
valores baixos de potencial redox (-280 mV) a fermentação do tipo propiónico não era limitada.
De acordo com estas observações, Ren et al. (2007) analisaram a capacidade de produção de
hidrogénio para uma carga orgânica de 15g CQO L-1 d-1, tendo em conta duas condições:
fermentação do tipo etanol (4,1<pH<4,4) e fermentação do tipo ácido butírico (5,0<pH<5,3); foram
evitadas as condições que fomentavam o estabelecimento da fermentação do tipo ácido
propiónico (pH>5,5), já que esta não era favorável.
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Foram observadas maiores produções diárias de hidrogénio, quando o processo de acidificação
era do tipo etanol, chegando mesmo a ser 1,9 vezes superior à quantidade diária de hidrogénio
obtida na fermentação do tipo ácido butírico.
A estabilidade da capacidade de produção de hidrogénio foi também analisada pelo aumento
sucessivo da carga orgânica imposta ao reactor acidogénico, até ao máximo de 86,1 gCQO L-1 d-1.
Ren et al. (2007) constataram que independentemente da carga orgânica imposta, a fermentação
do tipo etanol manteve-se estável, sem alteração significativa da composição dos produtos
obtidos. Esta situação já não foi observada na fermentação do tipo ácido butírico, pois para
valores de carga orgânica superiores a 21 gCQO L-1 d-1 o processo revelou-se instável e sempre
que era imposta ao sistema uma nova mudança de carga, o processo fermentativo era alterado
para uma maior produção de ácido propiónico e consequentemente menor rendimento de
produção de hidrogénio.
O estudo das comunidades microbiológicas que se desenvolvem em cada tipo de fermentação foi
também realizado. Estes investigadores concluíram que cada tipo de fermentação era realizado
por diferentes populações microbianas: bactérias estritamente anaeróbias (Clostridium sp e
Fusobacterium sp.) prevaleciam na fermentação do tipo ácido butírico; bactérias facultativas como
Propionibacterium sp. e Aeromonas sp. desenvolviam-se quando a fermentação era do tipo ácido
propiónico; e na fermentação do tipo etanol, predominavam bactérias estritamente anaeróbias
como Bacteroides sp., Zymomonas sp. e Fusobacterium sp..
2.4.4 A acidificação anaeróbia como pré-tratamento na produção
de bioplásticos (polihidroxialcanoatos)
Os polihidroxialcanoatos (PHAs) são polímeros de síntese biológica com propriedades
semelhantes às dos polímeros convencionais mas com a mais valia de serem biocompatíveis,
biodegradáveis e poderem ser produzidos a partir de substratos de carbono renováveis
(Bengtsson et al., 2007), ao contrário dos plásticos de síntese química que são produzidos a partir
do petróleo.
Os PHAs são sintetizados e armazenados, via intra-celular, por bactérias para serem utilizados
como fonte de carbono e energia para crescimento e manutenção, quando expostos a ambientes
de exaustão de fonte de carbono externa (Dionisi et al., 2006).
O custo de produção destes biopolímeros não é competitivo, em muito devido aos custos
relacionados com a matéria-prima. Os ácidos orgânicos voláteis são o melhor substrato para a
produção biológica de PHA, pelo que têm sido utilizados na sua forma pura (Choi & Lee, 2000).
Contudo, sendo os AOVs um dos produtos resultantes da acidificação anaeróbia de compostos
orgânicos, este processo poderá ser utilizado como pré-tratamento para converter compostos
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orgânicos complexos presentes, por exemplo em efluentes líquidos, para potenciar a produção de
PHAs a partir de fontes de carbono renováveis.
A título exemplificativo dos estudos que têm sido realizados neste âmbito, apresenta-se o trabalho
desenvolvido por Bengtsson et al. (2007) no âmbito da produção de PHAs num sistema de lamas
activadas, utilizando como substrato o efluente de uma indústria de papel. A principal inovação no
trabalho destes investigadores reside na utilização de um efluente real, ao passo que estudos de
outros autores têm vindo a ser desenvolvidos com substratos sintéticos.
Uma instalação laboratorial (figura 2.6) foi utilizada para promover a acidificação anaeróbia do
efluente em estudo e permitir operar o sistema de lamas activadas segundo um esquema de
condições transientes de disponibilidade de fonte de carbono externa (também designado por
fartura/fome ou alimentação dinâmica em aerobiose). Este regime de operação do sistema aeróbio
permitiu seleccionar uma cultura rica em microrganismos produtores e acumuladores de PHAs.
A biomassa aeróbia assim obtida foi posteriormente utilizada em ensaios descontínuos, onde foi
avaliado o processo de acumulação de PHAs e quantificado o potencial da biomassa para a
produção destes biopolímeros.
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Ar comprimido
Lamas em excesso
2M HCl
2M NaOH
Purga
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3
4
5
Figura 2. 6 – Representação esquemática da instalação laboratorial utilizada na produção de PHAs a partir
de efluente da indústria do papel. Adaptado de Bengtsson et al. (2007).
(1) Reactor acidogénico, (2) Selector, (3) Reactor principal, (4) Decantador, (5) Recirculação de
lamas.
O reactor acidogénico (do tipo CSTR) foi inoculado com biomassa proveniente de um digestor
anaeróbio. A sua operação em condições anaeróbias foi realizada a uma temperatura constante
de 30ºC, com regulação de pH=6 por adição de uma solução de NaOH, com uma concentração de
2M. O efluente da indústria de papel foi alimentado com uma concentração solúvel de 8750 mg
CQO L-1 , cujo teor de nutrientes foi corrigido com adição de 1,24 g NH4Cl e 0,34 g de KH2PO4 por
cada litro de efluente alimentado. O tempo de retenção hidráulico imposto ao reactor foi de 16
horas.
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Após acidificação, o efluente foi alimentado continuamente ao sistema de lamas activadas. Este
sistema era constituído por um selector de 125 mL e um reactor principal de 2L de capacidade.
Para a inoculação deste sistema utilizou-se biomassa proveniente de uma estação de tratamento
de águas residuais urbanas. Ambos os reactores (selector e reactor principal) foram arejados e
mantidos a 30ºC; o pH do reactor principal foi regulado para 7,3 por adição de uma solução de HCl
com uma concentração de 2M. O caudal de alimentação imposto ao sistema aeróbio foi de 600mL
d-1 e a recirculação de lamas foi imposta a uma razão de 900mL d-1. O tempo de retenção de
sólidos do sistema foi mantido em 7 dias, por remoção diária de biomassa.
250 dias após o arranque da instalação laboratorial, a biomassa foi colhida do reactor principal e
utilizada em ensaios descontínuos de 24 horas, para avaliar o processo de acumulação de PHAs
estudar a influência da presença de nutrientes (N e P) nesse processo.
Tendo em conta os resultados experimentais obtidos, Bengtsson et al. (2207) concluíram que a
acidificação do efluente utilizado não é limitada: de todo o CQOsolúvel transformando nas
reacções de oxidação-redução acidogénicas, 75% foi convertido em AOVs, 18% incorporado na
biomassa e os restantes 7% convertidos em produtos gasosos.
Para as condições impostas ao reactor acidogénico (T=30ºC, pH=6; TRH=16 h e carga orgânica
aplicada≈13 gCQO L-1 d-1) a maior fracção dos AVOs produzidos correspondeu a ácido propiónico
(40%) e ácido acético (35%); menores quantidades de ácido butírico (25%) e ácido valérico (5%)
form também encontradas. Embora neste estudo, as condições de acidificação não tenham sido
optimizadas, os autores realçam que de facto a composição dos AOVs produzidos nesta etapa
condicionam a qualidade, composição e propriedades dos PHAs. Os mónomeros mais comuns
dos PHAs são o HB (hidroxibutirato) e o HV (hidroxivalerato); os polímeros puros de hidroxibutirato
(PHB) são rígidos mas facilmente quebráveis, contudo se nesse polímero forem introduzidos
mónomeros de HV, forma-se o copolímero de PHB-co-HV, cujas propriedades de elasticidade e
flexibilidade são bastantes melhores e semelhantes às do polipropileno.
Neste caso, a presença de ácido propiónico e ácido valérico no efluente alimentado ao sistema
aeróbio condicionou a produção de PHA à presença de monómeros de HV, cujo conteúdo
representou 53-69 %molar e monómeros HB.
A biomassa aeróbia seleccionada no sistema de lamas activadas apresentou um potencial de
acumulação de PHAs na ordem dos 48% e permitiu a remoção de 95% do CQO solúvel presente
no efluente da indústria do papel. Estes resultados demonstram a possibilidade de conjugar o
tratamento de efluentes com a produção de PHA, como um produto de valor acrescido: 0,11 kg de
PHA produzido por kg de CQO solúvel tratado.
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Capítulo 3. Caracterização e definição do
problema em estudo
Com a intensificação das preocupações ambientais e aplicação de leis mais restritivas é evidente
a necessidade actual de se desenvolverem métodos de tratamento de efluentes cada vez mais
eficientes (Elefsiniotis & Li, 2006). Os efluentes industriais revelam-se particularmente
problemáticos, devido à sua elevada carga poluente e possibilidade de flutuações de caudal,
concentração e até mesmo composição (Eysenbach, 1994).
Os efluentes produzidos pela indústria alimentar são caracterizados por um teor elevado de
compostos de natureza orgânica, quando comparados com efluentes de proveniência doméstica
ou de outro tipo de indústrias (Oh & Logan, 2005). O volume de efluentes gerados neste tipo de
indústria é bastante variável, já que este depende bastante da variedade de produtos
processados, dos sistemas utilizados na limpeza dos equipamentos e do tempo de
processamento. Desta forma, a amplitude de caudais a tratar pode variar numa base diária,
semanal ou sazonal (IPPC, 2006).
Por outro lado, a composição dos efluentes gerados por este tipo de indústria pode sofrer
alterações, principalmente se o plano produtivo de uma unidade fabril contemplar a produção
faseada de diferentes produtos alimentares, que utilizam matérias-primas distintas. Esta situação
pode-se reflectir numa variabilidade da composição do efluente fabril, principalmente no que diz
respeito à presença de substâncias mais dificilmente biodegradáveis. Nestas condições, se o
processo de tratamento de efluentes dessa unidade fabril, não contemplar um pré-tratamento do
efluente fabril parcelar que mais contribui para a presença desses compostos orgânicos
complexos e refractários, a eficiência de tratamento biológico aeróbio pode estar comprometida e
o cumprimento dos valores limites de descarga do efluente no meio receptor, também.
Os tipos de pré-tratamento geralmente utilizados para aumentar o grau de biodegradabilidade
deste tipo efluentes incluem processos químicos e biológicos.
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Os tratamentos químicos utilizam reagentes químicos com elevado poder oxidante que
possibilitam a destruição dos compostos orgânicos recalcitrantes existentes no efluente a tratar,
aumentando assim a sua biodegradabilidade. Contudo a maioria destes tratamentos tem encargos
económicos acrescidos, devido ao consumo de químicos e de energia.
Em alternativa existem processos biológicos anaeróbios, que possibilitam a degradação biológica
dos compostos orgânicos mais complexos, por fenómenos de hidrólise e acidificação, obtendo-se
assim compostos orgânicos mais simples (ácidos orgânicos voláteis) mais facilmente
biodegradáveis por via aeróbia.
3.1 O problema em estudo
A questão central deste projecto de dissertação gravita em torno da possibilidade de utilizar um
processo biológico anaeróbio (restringido à acidificação anaeróbia) como pré-tratamento de um
efluente dificilmente biodegradável da indústria alimentar, para posterior tratamento aeróbio.
O levantamento desta problemática está associada aos problemas operacionais que se têm feito
sentir na estação de tratamento de águas residuais industriais (ETARI) de uma fábrica nacional de
produtos alimentares. Esses problemas operacionais são tidos como resultado do processamento
de novos produtos alimentares, à base de café e cereais. As águas resultantes da prensagem dos
insolúveis de cereais e café são ricas em compostos orgânicos com características refractárias, o
que limita a eficiência do tratamento biológico aeróbio do efluente fabril.
A unidade fabril em causa possui uma ETARI, cujo “layout” está apresentado na figura 3.1.
O diagrama processual desta estação de tratamento é constituído por uma etapa de tratamento
preliminar para a remoção de sólidos em suspensão de maiores dimensões, por tamisagem, e de
gorduras por flotação de ar; possui ainda uma linha de tratamento secundário destinada à
remoção de matéria orgânica por via biológica e um circuito de tratamento da fase sólida, com
vista à estabilização e desidratação das lamas originadas no tratamento secundário.
Ao chegar à ETARI, o efluente fabril é submetido a um tratamento preliminar realizado num
tamisador, com o objectivo de remover a maioria dos sólidos de maiores dimensões. Esta
operação unitária limita os problemas de obstrução de tubagens e protege o funcionamento de
equipamentos electromecânicos localizados a jusante.
Posteriormente, o efluente é encaminhado para um flotador de ar onde ocorre a remoção de
sólidos de pequenas dimensões e de óleos e gorduras.
O ajuste de pH e a adição de nutrientes ao efluente fabril é realizado num tanque de equalização
que permite também o armazenamento e a homogeneização do efluente, em termos de caudal e
composição.
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Figura 3. 1 – Representação esquemática do diagrama processual da estação de tratamento de
águas residuais industriais de uma indústria nacional de produtos alimentares.
O tratamento biológico da ETARI integra dois reactores biológicos em paralelo, operados em
regime descontínuo sequencial. Este reactores funcionam por ciclos diários, com uma duração de
16 horas, estratificados em 6 etapas sequenciais:
• enchimento - operação de alimentação do efluente ao reactor e mistura com a biomassa
mantida no reactor. Nesta fase, o caudal afluente é amortecido devido à permanência, no
reactor, de uma quantidade definida de efluente remanescente do ciclo anterior;
• reacção – ocorre a oxidação da matéria orgânica, por acção biológica sob condições
aeróbias controladas (arejamento);
• sedimentação – o arejamento é interrompido, proporcionando as condições hidráulicas
para que ocorra a separação entre a fase sólida (biomassa) e o efluente tratado;
• extracção - nesta fase ocorre a descarga do efluente clarificado; o volume de efluente
removido é equivalente ao volume de efluente alimentado na etapa de enchimento;
• purga de lamas – realiza-se a remoção de biomassa em excesso; a restante biomassa
permanece no reactor para o ciclo seguinte, de modo a promover a diluição da carga
orgânica afluente ao novo ciclo e assegurar a permanência de microrganismos suficientes
para degradar a matéria orgânica afluente;
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• paragem – esta fase permite a sincronização dos reactores em paralelo, permitindo que a
conclusão da fase de enchimento num reactor dê lugar ao início da fase de enchimento no
outro reactor, ou seja o início de um novo ciclo.
Os ciclos dos dois reactores biológicos estão sincronizados de modo a que haja uma extracção de
efluente tratado a cada oito horas. A tabela 3.1 apresenta a duração de cada fase de um ciclo dos
reactores biológicos e a figura 3.2 evidencia a sincronização dos ciclos entre os dois reactores.
Tabela 3. 1 – Duração de cada fase do ciclo de funcionamento dos reactores biológicos.
Arejamento AgitaçãoFase Tempo duração(min) ON (min) OFF (min) ON (min) OFF (min)
110 0
120 5
120 5
Enchimento 480
120 0
480 0
Reacção 167 157 10 167 0
Decantação 233 0 233 0 233
Extracção 75 0 75 0 75
Purga 4,67 0 4,67 0 4,67
Espera 0,33 0 0,33 0 0,33
Figura 3. 2 – Representação esquemática da sincronização dos ciclos de funcionamento dos reactores
biológicos da ETARI.
Antes de ser descarregado no meio receptor, o volume de efluente tratado é medido num canal de
parshall dotado de medidor ultra-sónico.
O processo produtivo da instalação fabril é caracterizado por uma produção faseada de diferentes
produtos alimentares, para os quais são utilizadas também diferentes matérias-primas. Estas
alterações processuais reflectem-se na composição do efluente fabril e também na capacidade de
resposta do sistema de tratamento a essa variabilidade. Em condições normais de funcionamento
da ETARI, a qualidade do efluente fabril tratado cumpre os limites de descarga legalmente
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impostos (em termos de pH; SST; CQO; CBO5). Contudo quando as águas resultantes da
prensagem dos insolúveis de cereais e café (processualmente designados por efluente das
borras) são encaminhadas para a ETARI, o cumprimento dos valores limites de descarga fica
comprometido.
A presença desta corrente no efluente fabril aumenta a carga orgânica alimentada ao sistema de
tratamento biológico, mas incrementa também a quantidade de substâncias refractárias
submetidas a tratamento biológico. Dada a incapacidade da biomassa aeróbia em degradar esses
compostos, o efluente à saída do tratamento biológico apresenta uma carência química de
oxigénio superior ao valor legalmente estipulado, embora a carência bioquímica de oxigénio não
exceda os limites legais. Este facto denota a presença de compostos refractários não degradáveis
pelo sistema biológico, nas suas condições operatórias normais.
Para minimizar estes problemas, tem sido tomadas medidas tanto ao nível da exploração da
ETARI, como ao nível da gestão do processo produtivo. Relativamente à exploração da ETARI as
acções implementadas estão essencialmente relacionadas com a alteração das condições
operatórias dos reactores biológicos, nomeadamente com o aumento da duração da fase de
reacção aeróbia e a desactivação da fase de remoção de lamas em excesso; no processo
produtivo as acções implementadas são essencialmente preventivas e abrangem o
armazenamento dos compostos insolúveis de café e cereais, promovendo a sua prensagem de
forma controlada gerindo assim o volume de efluente das borras que é encaminhado para a
ETARI.
No entanto, a adopção destas acções têm implicações no que diz respeito à optimização do
processo produtivo e limita também a optimização do funcionamento da ETARI.
A resolução desta problemática, sem ter que adoptar medidas condicionantes tanto do processo
produtivo como da ETARI, poderá passar por segregar o efluente das borras do processo
produtivo, submete-lo a um pré-tratamento para melhorar a sua biodegradabilidade aeróbia e só
depois encaminhá-lo para o sistema de tratamento biológico aeróbio existente juntamente com o
restante efluente fabril.
Como já referido, existem vários tipos possíveis de pré-tratamento, sendo que os processos que
envolvem a actividade biológica se apresentam como mais atractivos, devido aos encargos
económicos acrescidos associados aos processos químicos e relacionados com o consumo de
químicos e de energia.
A acidificação anaeróbia tem sido reportada como um processo capaz de promover a conversão
de algumas substâncias orgânicas persistentes, em compostos que são mais facilmente
degradados em processos aeróbios (Piringer & Bhattacharya, 1999; Wang et al. 2007).
Dada a simplicidade deste processo biológico, Alexiou (1998) refere que o reactor utilizado para a
pre-acidificação de efluentes deverá ser o mais simples possível, podendo até mesmo ser um
tanque de equalização que é transformado em reactor acidogénico realizando apenas a sua
cobertura, para manter condições anaeróbias no seu interior e evitar a libertação de odores
associados à concentração de AOVs. Desta forma, a implementação de um processo de
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acidificação anaeróbia revela ser um investimento de baixo custo e também de baixos encargos
operacionais, já que as condições de mistura do reactor pode ser impostas, operando o reactor em
regime de fluxo ascendente.
Com este trabalho pretendeu-se avaliar a aplicabilidade da acidificação anaeróbia no pré-
tratamento do efluente gerado na prensagem de compostos insolúveis de cereais e café, de uma
fábrica nacional de produtos alimentares, com o intuito de viabilizar o seu tratamento biológico
posterior, em condições aeróbias.
Para tal foi montada uma instalação experimental constituída por dois reactores contínuos
acidogénicos, sem controlo de pH e operados a duas temperaturas: mesofílica e termofílica. Os
reactores foram submetidos a uma matriz experimental de cargas orgânicas aplicadas crescentes.
O efluente acidificado obtido para cada estado estacionário dos reactores foi posteriormente
avaliado em termos da sua biodegrabilidade aeróbia, através da realização de testes
descontínuos.
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Capítulo 4. Metodologia e procedimento
experimental
4.1 Fases do trabalho experimental
O trabalho experimental realizado foi estratificado em quatro etapas, cronologicamente orientadas
segundo a ordem apresentada na tabela 4.1.
Tabela 4. 1 – Etapas do trabalho experimental.
ETAPA OBJECTIVO
I Caracterização do efluente em estudo
II Selecção do inóculo acidogénico e respectiva adaptação aoefluente em estudo
III Estudos da acidificação do efluente em reactores contínuos
IV Testes de biodegradabilidade aeróbia do efluente acidificado
4.1.1 Etapa I: Caracterização do efluente em estudo
Num período de seis meses foram realizadas duas campanhas de amostragem ao efluente em
estudo neste trabalho. O efluente foi recolhido no processo de prensagem de compostos
insolúveis de cereais e café de uma indústria nacional de produtos alimentares.
Em cada amostragem foi colhido um lote (amostra simples) com cerca de 200L de efluente, que foi
preservado por refrigeração a -11ºC, até sua posterior utilização nos ensaios laboratoriais.
Os parâmetros analíticos avaliados em cada lote de efluente estão apresentados na tabela 4.2.
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Tabela 4. 2 – Efluente em estudo: parâmetros analíticos avaliados.
Parâmetros Analíticos
Fracção Total do Efluente Fracção Filtrada* do Efluente
• pH
• Sólidos Totais (ST); Sólidos Voláteis (SV)
• Sólidos em Suspensão Totais (SST); Sólidos em
Suspensão Voláteis (SSV)
• Carência Química de Oxigénio (CQO); Carência
Bioquímica de Oxigénio – 5 dias (CBO5)
• Fósforo Total; Azoto Kjeldahl
• Carência Química de Oxigénio (CQO); Carência
Bioquímica de Oxigénio – 5 dias (CBO5)
• Fósforo Total; Azoto Kjeldahl
• Ácidos Orgânicos Voláteis (AOVs)
* - a fracção filtrada do efluente corresponde à fracção coloidal e solúvel do efluente, obtida por filtração em
papel de filtro (marca Reeve Angel, grade 403, diâmetro do poro 1,2 µm)
A caracterização analítica do efluente foi iniciada logo após a sua colheita. Por razões logísticas, a
determinação dos parâmetros analíticos fósforo total e azoto Kjeldahl foi realizada posteriormente
à colheita do efluente, pelo que foi necessário proceder à devida preservação da amostra, de
acordo com o parâmetro em análise.
As metodologias analíticas seguidas para a quantificação dos parâmetros acima apresentados
estão descritas no capítulo 4.2 deste trabalho, bem como as respectivas metodologias de
preservação de amostras.
4.1.2 Etapa II: Selecção e adaptação do inóculo acidogénico
Dado que o trabalho experimental pretendia avaliar o processo de acidificação anaeróbia foi
necessário seleccionar um inóculo cuja actividade metanogénica fosse inexistente. Para obter um
inóculo com estas características foi utilizado um reactor de contacto semi-contínuo, com uma
concentração de lamas anaeróbias de 5 g SSV L-1, em condições anaeróbias e mesofílicas (37ºC).
Este reactor era de vidro (figura 4.1), tinha uma capacidade útil de 5L e foi inoculado com 1,5 L de
lamas anaeróbias provenientes do digestor anaeróbio mesofílico integrado na estação de
tratamento de águas residuais urbanas de Cucujães, Aveiro.
Antes de serem utilizadas na inoculação do reactor, as lamas foram crivadas para remoção de
sólidos grosseiros (crivos com 3mm de abertura de malha), lavadas com água da rede municipal e
concentradas durante 24 horas, por acção da gravidade. Após este pré-tratamento, as lamas
apresentavam um teor em SST de 29,2 g L-1 e uma concentração em SSV de 16,6 g L-1.
No arranque do reactor, para além do volume de inóculo adequado à concentração de biomassa
pretendida (5 g SSV L-1) foi adicionado o volume de substrato necessário para impor ao sistema
uma carga inicial de 1 g CQO L-1 d-1, bem como um dado volume de soluções de nutrientes (ver
secção 4.1.2 a) deste documento). O restante volume útil do reactor foi perfeito com água da rede
municipal e o pH inicial foi registado (pH=6,36). O conteúdo do reactor foi borbulhado com azoto
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gasoso, durante aproximadamente 5 minutos para impor condições anaeróbias e imediatamente
selado com uma tampa de vidro esmerilada. Nessa tampa estava incorporado o tubo de
alimentação de substrato (tubo que se prolonga desde o topo até sensivelmente meio do interior
reactor) e o tubo de saída de biogás ligado a um borbulhador de gás com uma altura de líquido
com cerca de 2 cm (figura 4.1).
Figura 4. 1 – Representação esquemática da instalação laboratorial utilizada.
Durante aproximadamente 17 dias, o reactor foi imerso num banho de água a 36ºC e sujeito a um
perfil crescente de cargas orgânicas entre 1 g CQO L-1 d-1 e 15 g CQO L-1 d-1. O reactor foi
operado em regime descontínuo sequencial, por extracção diária de 600 mL do conteúdo do
reactor (sobrenadante) e alimentação do mesmo volume de substrato com uma concentração, em
termos de CQO, adequada à carga que se pretendia impor ao reactor. A extracção do
sobrenadante do reactor foi realizada por intermédio de uma seringa de plástico adaptável ao tubo
de silicone do tubo de alimentação, tendo o cuidado de evitar o contacto com a atmosfera. A
depressão provocada no interior do reactor pela extracção foi aproveitada para fazer a
alimentação do mesmo volume de substrato ao reactor.
Dada a dificuldade em dotar o reactor de um sistema contínuo de agitação, esta foi efectuada
através de um agitador magnético, durante 10 minutos, e cerca de 1 hora antes da realização da
extracção/alimentação do reactor.
4.1.2 a) Substrato utilizado
Como substrato utilizou-se uma solução sintética constituída por glucose monohidratada e efluente
das borras com uma composição mássica, em termos de CQO, de cerca de 92% e 8%,
respectivamente. A utilização de uma alimentação com estas características pretendia fornecer ao
Tubo de alimentação
Tubo saída biogás
Borbulhador de gás
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inóculo um substrato facilmente biodegradável, como a glucose, e ao mesmo tempo possibilitar-
lhe um certo grau de adaptação ao efluente em estudo, já que se desconhecia a composição do
efluente das borras em termos de presença de compostos inibidores da actividade biológica.
A composição da alimentação para cada uma das cargas impostas ao reactor semi-contínuo está
apresentada na tabela 4.3.
Tabela 4. 3 – Composição da alimentação utilizada na selecção e adaptação do inóculo.
Características da alimentação
Massa de glucose (g)Carga orgânica
(g CQO L-1 d-1)
Volume de
alimentação(mL) Anidra* Monohidratada**
Volume de efluente
das borras*** (mL)
1,0 12,9 14,2 35,6
2,0 25,9 28,5 71,2
4,1 53,0 58,3 145,9
8,5 109,9 120,9 302,5
15,7
600
203,1 223,4 558,8
*1 g CQO= 0,9372 g glucose anidra; ** 1g glucose anidra=1,1g glucose monohidratada;
***[CQO]filtrado efluente =33,72 g O2 L
-1
Inicialmente o pH da alimentação foi ajustado para 5 unidades, mas há medida que o pH do
reactor foi diminuindo, à alimentação foi adicionada um volume suficiente de uma solução aquosa
de NaOH (20%) de modo a manter, no interior do reactor, um valor de pH≈4.
Em termos de nutrientes, adicionou-se uma solução de nutrientes, na proporção fixa de 1mL L-1 de
alimentação (tabela 4.4).
Tabela 4. 4 – Composição da solução de nutrientes.
Solução de nutrientes
Composto Concentração (mg L-1)
FeCl3.6H2O 2454
CoCl2.6H2O 2000
MnCl2.4H2O 500
CuCl2.4H2O 30
ZnCl2 50
H3BO3 50
(NH4)6Mo7O24.4H2O 90
EDTA 1000
NiCl2.6H2O 50
NH4Cl 170
KH2PO4 37
CaCl2.2H2O 8
MgSO4.2H2O 9
Baseado no trabalho de Nadais (2001).
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4.1.2 b) Parâmetros de monitorização
O acompanhamento do processo de selecção do inóculo foi realizado de três em três dias, tendo
sido avaliados os seguintes parâmetros:
• pH, CQOfiltrado; AOV – sobrenadante do reactor
• % metano e % dióxido de carbono – biogás do reactor
As metodologias analíticas seguidas para a quantificação dos parâmetros acima apresentados
estão descritas no capítulo 4.2 deste documento.
4.1.3 Etapa III: Estudo da acidificação anaeróbia do efluente em
reactores contínuos
Nesta fase do trabalho pretendeu-se avaliar o processo de acidificação anaeróbia do efluente das
borras, como pré-tratamento.
Para tal, optou-se por construir uma instalação experimental que permitisse o funcionamento em
contínuo dos reactores onde se promoveria o processo de acidificação biológica em condições
anaeróbias, a temperaturas mesofílicas e termofílicas. Na figura 4.2 encontra-se esquematizada a
instalação experimental utilizada neste trabalho.
A utilização do reactor de contacto semi-contínuo anteriormente operado na etapa II do trabalho
experimental não foi equacionada, dada a limitação de cargas orgânicas que se poderiam impor a
um reactor com este regime de funcionamento. A título exemplificativo, para aplicar a um reactor
semi-contínuo de 5L de capacidade uma carga orgânica de 10 gCQO L-1d-1, utilizando
exclusivamente o efluente das borras como substrato, seria necessário extrair diariamente 1500
mL do conteúdo do reactor, para posteriormente alimentá-lo com a massa de CQO equivalente à
carga orgânica desejada. A extracção de um volume desta ordem de grandeza seria de difícil
execução experimental, mas também provocaria uma depressão significativa no interior do reactor
de vidro, podendo conduzir ao aparecimento de fissuras.
Efluente
borras
(5ºC)
Sedimentador
Efluente
acidificado
clarificado
Biogás
Efluente
acidificado
Sedimentador
Efluente
acidificado
clarificado
Reactor
Acidogénico (55ºC)
Biogás
Efluente
acidificado
Reactor
Acidogénico (36ºC)
Recirculação de
lamas
Recirculação de
lamas
Figura 4. 2 – Representação esquemática da instalação laboratorial utilizada.
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4.1.3 a) Descrição da instalação experimental
Dois reactores de 13,5 cm de diâmetro e um volume útil de 2,54 L foram construídos em acrílico.
O corpo cilíndrico da cada reactor possuía duas tubagens de fundo (uma para alimentação e outra
para recirculação) e uma tubagem lateral, de formato em U a cerca de 17,8 cm da base, para a
saída do efluente; esta configuração da tubagem de saída permitiu evitar a saída de biogás
juntamente com o efluente acidificado. O efluente acidificado de cada reactor foi conduzido para
um sedimentador (volume total = 0,84L) e a biomassa aí retida foi recirculada para o respectivo
reactor acidogénico. A recirculação foi realizada de forma intermitente, com uma frequência de 2
em 2 dias.
Tendo em conta o trabalho realizado por Chen S. et al. (2007), antes da sua montagem cerca de
40% do volume em vazio de cada reactor foi ocupado com um meio de enchimento inerte e móvel,
comercialmente designado por Bioflow 9 (figura 4.3). Este tipo de enchimento é constituído por
peças cilíndricas de polietileno de alta densidade (0,95 g cm-3), seccionadas interiormente em três
compartimentos. As principais características deste enchimento estão apresentadas na tabela 4.5.
Tabela 4. 5 – Características do enchimento Bioflow 9.
Área superficial específica
(m2 m-3) 800
Diâmetro
(mm) 9
Altura
(mm) 7
Figura 4. 3 – Enchimento Bioflow 9.
A incorporação do enchimento móvel no interior dos reactores teve como objectivo constituir um
meio de suporte e crescimento da biomassa e desta forma evitar o recurso à recirculação contínua
de biomassa para minimizar o seu “wash-out” dos reactores.
A montagem dos reactores foi feita por encaixe do corpo cilíndrico nos rasgos existentes em duas
placas de acrílico de formato quadrangular com 198 mm de lado e 21 mm de espessura. A
estanquicidade foi conseguida devido ao esmagamento, por pressão, do anel o’ring existente em
cada rasgo. Esse esmagamento foi realizado através do aperto de quatro guias roscadas que
conferiram também rigidez à estrutura do reactor.
Para garantir condições de mistura no interior dos reactores, o sistema de agitação a adoptar
deveria permitir manter o enchimento em movimento, mas também proporcionar condições de
mistura na zona de alimentação.
Inicialmente idealizou-se um sistema vertical de agitação mecânica, constituído por um veio de
agitação com duas hélices colocadas a alturas diferentes; esta configuração permitiria dispor de
uma zona de agitação superior (para manter o enchimento em movimento, já que inicialmente este
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teria tendência para se localizar na parte superior do reactor) e de uma zona de agitação inferior
(para proporcionar condições de mistura na zona de alimentação do reactor). Contudo dificuldades
logísticas no acesso a um veio de agitação com estas características, levaram à remodelação do
sistema e sua estratificação em dois sistemas independentes. Assim optou-se por um sistema de
agitação na base do reactor, constituído por um agitador magnético (marca Bunsem, modelo MC-
8) que induzia o movimento giratório a um magnete colocado no interior do reactor e um sistema
vertical de agitação mecânica colocado no topo do reactor, para promover agitação na zona
superior.
A configuração final adoptada para o sistema de agitação mecânica dos reactores, resultou de
algumas alterações que foram sendo realizadas, à medida que se identificaram problemas no seu
funcionamento. Assim, este sistema consistiu num veio de agitação com uma hélice, colocado a
cerca de 13 cm da base, acoplado directamente a um motor eléctrico (marca Heidolph,modelo
RZR2020) com velocidade de rotação variável. Para garantir condições anaeróbias no interior do
reactor, ao rolamento que permitia o movimento giratório do veio de agitação foi associado um
anel o’ring interior, para vedar a ligação do veio ao rolamento, e um anel o’ring exterior para vedar
a ligação do rolamento à tampa superior do reactor (figura 4.4 a)).
Figura 4. 4 – a) Pormenor da associação do veio agitador à tampa do reactor; b) vista completa do sistema
de agitação mecânica (versão final adoptada).
Este esquema mostrou-se eficaz em termos de estanquicidade, mas causou dificuldades no
alinhamento do veio de agitação com o motor. Este problema reflectiu-se em movimentos
vibratórios da estrutura do reactor, mesmo para a mais baixa velocidade de rotação do motor de
agitação (40 rpm).
Para evitar que, a longo prazo, esta situação levasse ao aparecimento de fendas na estrutura,
optou-se por não acoplar directamente o motor ao veio, recorrendo a uma caixa redutora com
correia (figura 4.4 b)). Este sistema de correia permitiu absorver uma fracção das oscilações
resultantes de imperfeições no alinhamento do veio de agitação como o motor. A caixa redutora
(constituída pelas rodas dentadas e pelo sistema de correia) possibilitou uma redução de 4 vezes
a gama de velocidades de rotação do motor; desta forma passou-se a ter disponível uma
Sistema de correia
Roda dentada
Veio agitação
Rolamento
Anel o’ring exterior
a)
b)
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amplitude de velocidades de rotação mais baixa, podendo adequar melhor a velocidade agitação
imposta ao enchimento.
Posteriormente verificou-se que o enchimento dos reactores, mesmo já tendo alguma biomassa
oclusa/aderida apresentava a tendência para flutuar à superfície do liquido do reactor, devido à
formação de biogás. Para obrigar a que todo enchimento ficasse submerso, acoplou-se ao veio de
agitação uma rede em aço inox, com aberturas inferiores às dimensões das peças de enchimento
(figura 4.5). Esta alteração mostrou-se eficaz, permitindo não só a submersão do enchimento, mas
também melhorando o seu movimento no interior do reactor, já que esta rede induziu um
movimento solidário a todas as peças.
Figura 4. 5 – Pormenor da rede utilizada para a submersão do enchimento da cada reactor.
A manutenção da temperatura de operação de cada reactor (36ºC e 55ºC) foi concretizada por
uma serpentina constituída por um tubo de plástico, com cerca de 1 cm de diâmetro, enrolado ao
corpo cilíndrico de cada reactor. A circulação de água aquecida na serpentina era realizada
através de uma bomba termostática de circulação externa (marca Thermo Electro, modelo Haake
C-10), funcionando em circuito fechado.
A configuração geral de um dos reactores acidogénicos após montagem pode ser visualizada na
figura 4.6.
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Figura 4. 6 – Aspecto geral de um reactor acidogénico, após montagem.
A alimentação a cada reactor foi realizada por uma bomba peristáltica (Watson-Marlow 101UR) de
funcionamento contínuo e velocidade de rotação variável, o que permitiu adoptar diferentes
caudais de alimentação, conforme desejado.
O biogás produzido em cada reactor acidogénico foi conduzido a um borbulhador com uma altura
de água de aproximadamente 1cm, através de uma tubagem de teflon. Logo após a saída do
biogás pelo topo do reactor, a tubagem possuía um sistema de amostragem de biogás constituído
por uma derivação em T, selada por um septo de borracha. Este sistema permitiu a recolha de
amostras de biogás, por intermédio de uma seringa.
Após borbulhamento, o biogás foi encaminhado para um sistema de medida que se baseou na
medição do volume de água, presente num recipiente inicialmente cheio, que foi deslocado pelo
gás produzido. O dispositivo de saída do volume de água deslocado foi mantido, sempre que
possível, nivelado com a superfície de água dentro do recipiente, para evitar que o aumento de
pressão no recipiente se reflectisse, de forma significativa, na pressão dentro do reactor.
4.1.3 b) Condições de arranque e operação dos reactores acidogénicos
Os reactores contínuos foram inoculados com a biomassa obtida na etapa II do trabalho
experimental. A selecção e adaptação dessa biomassa foi realizada a uma temperatura mesofílica
(36º), mas como se pretendia colocar em funcionamento um reactor contínuo acidogénico a 36ºC
e outro a 55ºC, a inoculação foi complementada com um outro inóculo acidogénico adaptado a
temperaturas termofílicas. Este inóculo proveio de um outro trabalho experimental em curso no
Departamento de Ambiente e Ordenamento da Universidade de Aveiro, relacionado com o
tratamento de efluentes à base de leite.
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A tabela 4.6 apresenta as quantidades utilizadas de cada inóculo, no arranque dos reactores
acidogénicos. O reactor acidogénico 1 (R1) foi operado a uma temperatura de 36ºC e o reactor
acidogénico 2 (R2) a uma temperatura de 55ºC.
Tabela 4. 6 – Arranque dos reactores contínuos acidogénicos (inoculação).
Biomassa
adaptada a 36ºC
Biomassa
adaptada a 55ºCReactor
acidogénico
[SSV]total
(g/L) Volume
(mL)
m SSV
(g)
Volume
(mL)
m SSV
(g)
R1 5,21 800 10,144 300 3,078
R2 4,96 750 9,51 300 3,078
Após inoculação, o restante volume útil do reactor foi ocupado com uma solução sintética,
constituída, em termos de massa de CQO, por 75% de glucose monohidratada e 25% de efluente
das borras, o que equivaleu a uma carga orgânica de 2,5 g CQO L-1 d-1. Esta solução sintética foi
complementada com uma solução de micronutrientes, na proporção de 1mL.L-1 de alimentação
(tabela 4.4) e macronutrientes (N (ureia: ((NH2)2CO e P (KH2PO4)) de forma a garantir a seguinte
relação: CQO:N:P=100:1,75:0,25 (de acordo com o trabalho de Dinsdale et al. (1997 b). Como os
reactores contínuos não dispunham de sistema automático de controlo do pH, optou-se por
adicionar NaHCO3 à alimentação de modo a fornecer aos sistemas alguma capacidade tampão,
para que o pH no interior dos reactores se mantivesse entre 4,5 e 5 unidades; adicionou-se 0,1g
NaHCO3 por cada g CQO presente na alimentação (tendo como referência o trabalho de Dinsdale
et al. (1997 b).
Para garantir a presença de condições anaeróbias no interior dos reactores, cada um foi
borbulhado com uma corrente gasosa de N2, durante 10min, sendo imediatamente selado após o
borbulhamento.
O sistema de aquecimento do reactor acidogénico mesofílico foi colocado a 39ºC para impor uma
temperatura de 36ºC no interior do reactor. O reactor termofílico começou a ser operado a 36ºC ,
sendo a temperatura aumentada à razão de 1,5 ºC d-1, para possibilitar a adaptação gradual do
inóculo acidogénico mesofílico à gama de temperatura termofílica.
Após inoculação, durante 24 horas os dois reactores estiveram sem alimentação contínua. Após
esse período a instalação experimental passou a funcionar em regime contínuo e durante as três
semanas seguintes, os reactores foram alimentados com a mesma carga orgânica (2,5 g CQO L-1
d-1) correspondendo a um tempo de retenção hidráulico (TRH) de 1 dia. A composição da
alimentação em relação à glucose monohidratada foi reduzida gradualmente para 50%, 25% e 0%
(em termos de CQO).
A partir do momento que a alimentação passou a ser constituída exclusivamente por efluente das
borras, o trabalho experimental passou à fase de operação dos reactores acidogénicos. A matriz
experimental estabelecida para esta fase está presente na tabela 4.7 e apresenta 4 fases
experimentais (1 fase experimental por cada carga orgânica imposta).
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Tabela 4. 7 – Matriz experimental expressa em termos de carga orgânica aplicada (gCQO L-1 d-1),
para os dois reactores acidogénicos.
A carga orgânica aplicada foi alterada segundo a matriz experimental definida, sempre que o
comportamento dos reactores tenha evidenciado o alcance do estado estacionário. Foi
considerado que as condições de estado estacionário eram caracterizadas por variações inferiores
a 10% no valor de CQOfiltrado do efluente à saída da instalação experimental.
Para cada condição operatória dos reactores, a alimentação foi preparada a cada dois dias, tendo
em conta as quantidades de efluente, nutrientes e NaHCO3 apresentadas na tabela 4.8.
Tabela 4. 8 – Composição da alimentação, consoante as condições operatórias impostas aos reactores
acidogénicos.
Condições operatórias Substrato Nutrientes**
Carga
orgânica
(g CQO L-1d-1)
Concentração
alimentação
(CQO) (g O2L
-1)
TRH
(d)
Volume efluente
borras*
(mL L-1 alimentação)
Massa de
(NH2)2CO
(mg L-1 alimentação)
Massa de
KH2PO4
(mg L-1 alimentação)
NaHCO3
(mg L-1 alimentação)
2,5 2,5 1,0 74,1 93,8 27,5 250,0
5,0 5,0 1,0 148,3 187,7 55,1 500,0
5,0 2,5 0,5 74,1 93,8 27,5 250,0
10,0 5,0 0,5 148,3 187,7 55,1 500,0
*[CQO]filtrado efluente após decantação=33,72 g L-1; **de acordo com CQO:N:P=100:1,75:0,25 (Dinsdale et al., 1997b).
Para evitar a pre-acidificação da alimentação, esta foi mantida a 5ºC, o que permitiu minimizar a
sua degradação e crescimento de biomassa nos tubos das bombas peristálticas.
4.1.3 c) Monitorização
Ao longo do período de operação, o controlo analítico de rotina do desempenho da instalação
laboratorial baseou-se na determinação periódica dos parâmetros de monitorização apresentados
na tabela 4.9.
CQO alimentação
(g O2 L-1)
TRH (dia)
2,5 5,0
1,0 2,5 5, 0
0,5 5,0 10,0
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Tabela 4. 9 – Plano de monitorização de cada reactor acidogénico da instalação experimental.
Plano de monitorização
3 vezes por semana Na mudança de carga orgânica*
Parâmetro Ponto de amostragem Parâmetro Ponto de amostragem
CQOfiltrado alimentação
Bidon de armazenamento da
alimentação
CQOfiltrado efluente
acidificado Após sedimentador
CQOtotal efluente acidificado Após sedimentador
AOVs efluente acidificado Após sedimentador
pH Após sedimentador
Sólidos em suspensão totais
(SST) efluente acidificado Após sedimentador
Caudal Saída do reactor acidogénico(linha de efluente acidificado)
Biogás e composição Saída do reactor acidogénico(linha de biogás)
Sólidos em suspensão voláteis
(SSV) efluente acidificado Após sedimentador
*Na mudança de carga orgânica, também se realizaram os parâmetros de monitorização realizados 3 vezes por semana.
As metodologias analíticas seguidas para a quantificação dos parâmetros acima apresentados
estão descritas no capítulo 4.2 deste trabalho.
4.1.4 Etapa IV: Testes de biodegradabilidade aeróbia do efluente
acidificado
Tendo em vista a avaliação da biodegradabilidade aeróbia do efluente acidificado, realizaram-se
ensaios descontínuos de biodegradabilidade. Com estes estudos pretendia-se recolher informação
indicativa da possibilidade de submeter o efluente das borras a um pré-tratamento biológico
(acidificação anaeróbia) para viabilizar o seu tratamento posterior num sistema de tratamento
biológico, em condições aeróbias.
A partir dos efluentes produzidos nas diferentes condições de estado estacionário da instalação
experimental de acidificação anaeróbia foram realizados ensaios laboratoriais descontínuos de
biodegradabilidade aeróbia, com uma duração de 48 horas. Nestes ensaios, a facilidade com que
o efluente acidificado poderia ou não ser degradado biologicamente por uma biomassa aeróbia foi
avaliada através da monitorização do consumo de oxigénio, durante o processo de degradação da
matéria orgânica presente nesse efluente.
Para tal, utilizou-se um método respirométrico usando o sistema de controle e medida OXITOP®
da marca VWR. Este método fornece directamente a medida do oxigénio consumido pelos
microrganismos durante a degradação da matéria orgânica presente numa amostra, a partir do
oxigénio contido num frasco fechado (frasco de incubação), em condições bem definidas de
temperatura (20ºC) e agitação constantes, durante o período de incubação desejado (neste caso,
48 horas).
No decorrer do processo de degradação biológica, em condições controladas de temperatura
(20ºC) e agitação, os microrganismos consomem o oxigénio dissolvido na amostra (fase líquida), o
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qual é continuamente substituído por dissolução do oxigénio presente no volume de ar (fase
gasosa) existente no frasco de incubação (figura 4.7). A oxidação bioquímica das substâncias
orgânicas decomponíveis pelos microrganismos aeróbios, leva à formação de CO2 que é libertado
para a fase gasosa do frasco, do qual é removido por absorção no NaOH(s) existente no copo de
selagem. Forma-se assim uma pressão negativa no interior do frasco, a qual é medida pelo sensor
de pressão acoplado ao frasco de incubação; este sensor de pressão recolhe os dados de
pressão do frasco de incubação com uma periodicidade pré-estabelecida de 8min.
Figura 4. 7 – Representação esquemática do sistema respirométrico OXITOP® .
As condições em que foram realizados os ensaios de biodegradabilidade aeróbia do efluente
acidificado estão definidas na tabela 4.10.
Tabela 4. 10 – Condições experimentais do ensaio de biodegradabilidade aeróbia do efluente acidificado.
Condições de operação
reactor acidogénico
Ensaio de biodegradabilidade aeróbia
Designação
efluente*
[CQO]
alimentação
(g O2 L-1)
TRH
(dia)
T
(ºC)
Volume
efluente
(mL)
Volume total
(efluente + inóculo +nutrientes + água)
(mL)
Concentração
de inóculo
(g SSV L-1)
R1EE1 2,5 1,0 36 100 150 2,5
R2EE1 2,5 1,0 55 100 150 2,5
R1EE2 5,0 1,0 36 50 75 2,5
R2EE2 5,0 1,0 55 50 75 2,5
R1EE3 2,5 0,5 36 100 150 2,5
R2EE3 2,5 0,5 55 100 150 2,5
R2EE4 5,0 0,5 55 50 75 2,5
*R1EE1 a R1EE3 representa a designação do efluente acidificado obtido para o estado estacionário do reactor 1 (36ºC)
para as fases experimentais 1 a 3; R2EE1 a R2EE4 representa a designação do efluente acidificado obtido para o estado
estacionário do reactor 2 (55ºC) para as fases experimentais 1 a 4.
Para fins comparativos, também foram realizados ensaios de biodegradabilidade aeróbia do
efluente das borras sem qualquer tipo de pré-tratamento. As condições em que foram realizados
os ensaios de biodegradabilidade aeróbia destes efluentes estão definidas na tabela 4.11.
1: Agitador magnético
2: Meio de cultura, formado
por efluente, nutrientes e
biomassa
3: Copo de selagem com
NaOH (s)
4: Frasco de vidro escuro
(510 mL de capacidade)
5: Sensor de pressão
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Tabela 4. 11 - Condições experimentais do ensaio de biodegradabilidade aeróbia do efluente das borras e do
efluente fabril.
Ensaio de biodegradabilidade aeróbia
Designação
efluente
[CQO]
alimentação
(g O2 L-1)
Volume
efluente
(mL)
Volume total
(efluente + inóculo +nutrientes + água)
(mL)
Concentração de
inóculo
(g SSV L-1)
Borras_2,5* 2,5 100 150 2,5
Borras_5* 5,0 50 75 2,5
* - efluente das borras diluído após sedimentação.
A biomassa utilizada como inóculo nos ensaios de biodegradabilidade foi proveniente da estação
de tratamento de águas residuais industriais (ETARI) da fábrica nacional de produtos alimentares,
que forneceu o efluente em estudo. Essa biomassa foi colhida num dos reactores biológicos de
funcionamento descontínuo sequencial da ETARI.
Previamente à sua utilização, as lamas foram adaptadas ao efluente das borras. Essa adaptação
foi realizada laboratorialmente num reactor com volume útil de 3,5L, munido de agitação e
fornecimento de oxigénio por difusão de ar comprimido. Após inoculação com 500 mL de lamas
cujo teor em SSV era de 8 g L-1, o reactor foi operado em regime descontínuo sequencial sendo
diariamente extraído cerca de 750 mL de efluente clarificado e alimentado com 750 mL de efluente
constituído por 675 mL de efluente normalmente alimentado ao reactor biológico da ETARI (isento
de efluente das borras) e 75 mL de efluente das borras. Esta alimentação foi previamente
neutralizada com a adição de NaOH (35%) e complementada com nutrientes (azoto e fósforo na
forma de (NH2)2CO e KH2PO4, respectivamente).
A biomassa adaptada antes de ser utilizada nos ensaios de biodegradabilidade como inóculo foi
devidamente lavada, para evitar a contribuição de compostos orgânicos provenientes de fontes
externas ao efluente acidificado.
4.2 Métodos Analíticos para determinação de:
4.2.1 pH
O parâmetro pH foi medido com um aparelho portátil Consort C-515 acoplado a um eléctrodo de
pH de xerolite. A calibração do aparelho foi realizada, em cada dia de análise, recorrendo a
soluções tampão de pH conhecido (pH=4 e pH=7). Estas soluções padrão são de origem
comercial.
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4.2.2 Teor em Sólidos
O teor de Sólidos Totais (ST) nas amostras analisadas foi determinado por evaporação a 105ºC,
durante 24 horas, da fracção líquida de um dado volume de amostra. Posteriormente procedeu-se
à pesagem do resíduo obtido (método 2540 B descrito em APHA (1998)).
Na determinação do teor de Sólidos em Suspensão Totais (SST), um dado volume de amostra foi
filtrado com papel de filtro (marca Reeve Angel, grade 403). O resíduo retido no filtro foi seco
a105ºC, durante 24 horas e posteriormente pesado (método 2540 D descrito em APHA (1998)).
A fracção volátil do teor de ST e de SST foi determinada por calcinação a 550ºC, durante 2 horas,
do resíduo obtido por evaporação ou por filtração e sua posterior pesagem (método 2540 E
descrito em APHA (1998)).
Todas as determinações relacionadas com o teor de sólidos foram sempre realizadas em
duplicado ou triplicado.
4.2.3 Carência Química de Oxigénio (CQO)
A Carência Química de Oxigénio (CQO) permite quantificar a quantidade de oxidante químico
necessário para reagir, em condições controladas, com a fracção orgânica e inorgânica da
amostra, passível de ser oxidada por via química. A quantidade de oxidante gasto durante a
reacção de oxidação é expressa em termos de oxigénio.
Neste trabalho, para quantificar a CQO das amostras analisadas utilizou-se o método do refluxo
fechado com determinação espectrofotométrica (método 5520 D descrito em APHA (1998)). Neste
método analítico, a amostra é oxidada com uma quantidade em excesso de dicromato de potássio
(oxidante químico), em condições ácidas. Este método apresenta uma gama de medição até 900
mg O2 L
-1, pelo que amostras que apresentaram teores de CQO mais elevados precisaram de ser
diluídas, antes de analisadas.
A digestão da amostra foi realizada com dicromato de potássio na presença de ácido sulfúrico
(para proporcionar condições ácidas), sulfato de prata (para promover a oxidação de álcoois e
ácidos de cadeia longa) e de sulfato de mercúrio (para eliminar a interferência dos cloretos),
durante duas horas, a 150 ºC. Após arrefecimento até à temperatura ambiente, o excesso de
dicromato de potássio que não reagiu foi determinado por via espectrofotométrica. Foi medida a
absorvância das amostras digeridas, a um comprimento de onda de 620 nm utilizando um
espectrofotómetro (marca Aqualytic, modelo PC023212) o que permitiu também a conversão da
absorvância da amostra em concentração (mg O2 L
-1) através da recta de calibração interna do
aparelho. A calibração do espectrofotómetro foi periodicamente verificada/ajustada utilizando um
padrão de hidrogenoftalato de potássio com uma concentração correspondente a uma CQO de
500 mg O2 L
-1.
Acidificação anaeróbia como pré-tratamento de um efluente da indústria alimentar
Pág. 54
Sempre que se pretendeu avaliar a carência química de oxigénio relativa à fracção filtrada de uma
amostra (CQO filtrado), procedeu-se previamente à sua filtração com papel de filtro (marca Reeve
Angel, grade 403).
Todas as determinações que envolveram a quantificação do teor de CQO foram realizadas em
triplicado ou duplicado. Quando se justificou a preservação das amostras, esta foi realizada em
frascos de polietileno, após a adição de H2SO4 concentrado até pHamostra<2, procedendo-se
posteriormente à refrigeração da amostra acidificada (APHA, 1998).
4.2.4 Carência Bioquímica de Oxigénio, 5 dias (CBO5)
A Carência Bioquímica de Oxigénio (CBO5) define-se como a quantidade de oxigénio dissolvido,
expresso em mg O2 L
-1, que é consumido na oxidação biológica, em condições aeróbias, da
matéria orgânica contida numa amostra, durante um período de cinco dias.
Neste trabalho utilizou-se o método respirométrico para quantificar este parâmetro, usando o
sistema de controle e medida OXITOP® da marca VWR.
Este método fornece directamente a medida do oxigénio consumido pelos microrganismos durante
a degradação da matéria orgânica presente numa amostra, a partir do oxigénio contido num frasco
fechado, em condições bem definidas de temperatura (20ºC) e agitação, durante os cinco dias de
incubação.
O método envolve a adição de uma quantidade específica de água residual a analisar (se
necessário diluída com água de diluição constituída por água desmineralizada com inóculo, sais
nutrientes e rica em oxigénio) para um dos frascos de incubação (figura 4.7). O restante volume do
frasco é ocupado por uma atmosfera gasosa com cerca de 21% de oxigénio. Após adição da
amostra, o frasco é fechado sendo colocadas no copo de selagem existente na boca do frasco,
cerca de 2 “pellets” de hidróxido de sódio.
No decorrer do processo de degradação biológica, em condições controladas de temperatura
(20ºC) e agitação, os microrganismos consomem o oxigénio dissolvido na amostra (fase líquida), o
qual é continuamente substituído por dissolução do oxigénio presente no volume de ar (fase
gasosa) existente no frasco. A oxidação bioquímica das substâncias orgânicas decomponíveis
pelos microrganismos aeróbios, leva à formação de CO2 que é libertado para a fase gasosa do
frasco, do qual é removido por absorção no NaOH existente no copo de selagem. Forma-se assim
uma pressão negativa no interior do frasco, a qual é medida pelo sensor de pressão acoplado ao
frasco de incubação. A relação entre a variação de pressão no interior do frasco e o teor de CBO
(ao fim de 5 dias) é dada pela expressão 4.1 (Reuschenbach et al., 2003):
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sendo: [CBO5]= teor de CBO5 (g O2 L
-1); (M(O2) = massa molar do oxigénio = 32 g mol
-1; R =
constante dos gases perfeitos = 83,144 L mbar mol-1 K-1; T0 = temperatura de referência = 273,15
K; T20 = temperatura de incubação = 293,15 K; VTotal = volume total do frasco de incubação = 510
mL; VLíquido = volume líquido (amostra) no frasco de incubação (mL); α = coeficiente de absorção
de Bunsen = 0,03103; P(O2) = variação da pressão parcial do oxigénio (mbar) ao fim de 5 dias de
incubação.
Quando amostra é diluída com água de diluição, o valor de CBO5 calculado pela expressão 4.1 é
convertido, tendo em conta o factor de diluição e a realização de um ensaio em branco (frasco
contendo apenas a água de diluição). A expressão 4.2 apresenta a relação a CBO5 medida pelo
sistema OXITOP® e a CBO5 da amostra:
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sendo: [CBO5]amostra= teor de CBO5 na amostra sem diluição (g O2 L
-1); [CBO5]= teor de CBO5
medido pelo sistema OXITOP® (g O2 L
-1); [CBO5]branco=teor de CBO5 da água de diluição (g O2 L
-1);
Vtotal_diluição = volume total de diluição (mL); Vamostra = volume de amostra usada na diluição (mL).
No caso particular deste trabalho, a amostra em análise (efluente das borras), previamente
neutralizada, foi sempre diluída com água de diluição preparada da seguinte forma (WTW, 2000):
por cada litro de água destilada, saturada com oxigénio, adicionou-se 1 mL de solução tampão de
fosfato com pH=7,2, 1mL de solução de sulfato de magnésio (22,5 g L-1), 1 mL de solução de
cloreto de cálcio (27,5 g L-1), 1 mL de solução de cloreto de ferro (III) (0,25 g L-1) e 2 mL de
inóculo.
Em todas as determinações foi utilizado como agente inibidor de nitrificação, uma solução de N-
aliltioureia com uma concentração de 5 gL-1 na proporção de 20 gotas por litro de amostra.
Uma vez que, durante este trabalho foram analisadas amostras que não continham população
microbiológica suficiente para promover o teste de CBO5, foi necessário inocular essas amostras
com um inóculo proveniente da estação de tratamento de águas residuais industriais (ETARI) da
fábrica nacional de produtos alimentares.
Para evitar que a potencial presença nas amostras, de substâncias dificilmente biodegradáveis
comprometesse os resultados do ensaio de CBO5, procedeu-se à adaptação do inóculo à matriz
dessas amostras. O procedimento de adaptação consistiu nos seguintes passos:
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a) Cerca de 1 L de biomassa proveniente de um reactor biológico aeróbio da ETARI foi adicionado
a 2 L de efluente contendo 90% (v/v) de água residual afluente ao reactor biológico da ETARI e
10%(v/v) da amostra a analisar (efluente das borras). Esta mistura foi submetida a arejamento.
b) Decorridas 24 horas, o arejamento foi interrompido e deixou-se decantar a mistura durante 2
horas. De seguida, foram removidos, por sinfonagem, 2 L do sobrenadante, e o volume total de 3L
foi perfeito com efluente com uma composição de 80% (v/v) de água residual afluente ao reactor
biológico da ETARI e 20%(v/v) da amostra a analisar (efluente de borras) . Novamente esta
mistura foi submetida a arejamento.
c) Repetiu-se o passo b) usando cada vez maior quantidade da amostra a analisar até que os 2L
necessários para perfazer o volume inicial de 3L fosse constituído exclusivamente pela amostra. A
solução final, obtida ao fim de sensivelmente uma semana, foi a solução de inoculação utilizada no
ensaio de CBO5, com bactérias adaptadas.
Quando se pretendeu avaliar o teor de CBO5 da fracção filtrada da amostra (CBO5 filtrado),
procedeu-se previamente à sua filtração com papel de filtro.
Todas as determinações efectuadas no âmbito da quantificação da CBO5 foram realizadas em
duplicado, ou então com diluições diferentes.
4.2.5 Azoto Kjeldahl e Fósforo Total
Neste trabalho, a quantificação destes parâmetros teve como principal objectivo determinar o teor
total e solúvel de nutrientes presente no efluente a tratar, para averiguar a necessidade de adição
complementar destes compostos ao efluente, antes e durante, a sua submissão a acidificação
anaeróbia.
O azoto Kjeldahl (parâmetro que quantifica o teor de azoto na forma orgânica e amoniacal) foi
determinado segundo o método 4500 B (APHA, 1998) que basicamente consiste em três fases:
Fase 1) Digestão da amostra com ácido sulfúrico concentrado na presença de um catalisador
(selénio) a temperaturas de cerca de 400ºC; nestas condições todo o azoto orgânico é convertido
ao ião amónio (NH4
+);
Fase 2) Conversão do ião amónio em amoníaco, por meio de uma reacção de neutralização com
hidróxido de sódio. Esta reacção é realizada em vaso fechado pois o amoníaco é um gás volátil.
De modo a recolher todo o amoníaco, fez-se passar vapor de água pela solução neutralizada,
sendo ambos recolhidos numa solução de ácido bórico, onde imediatamente o amoníaco passa à
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forma de ião amónio. Deste modo, parte do ácido bórico é neutralizado, aumentando ligeiramente
o pH da solução;
Fase 3) A solução de ácido bórico é titulada com ácido clorídrico (HCl) de concentração conhecida
de modo a que a solução volte a atingir o pH inicial. O volume de HCl gasto é proporcional à
quantidade de azoto existente na amostra, de acordo com a expressão 4.3:
[ ] 14010××−= HCl
V
VV
N
amostra
branco
Kjeldahl (4.3)
sendo: NKjeldahl= concentração de azoto orgânico e amoniacal (mg L-
1); V= volume de titulante
(HCl) gasto na titulação da amostra (mL); Vbranco = volume de titulante (HCl) gasto na titulação do
branco (mL); [HCl] = concentração exacta do titulante (mol L-1)
Sempre que se pretendeu avaliar o teor de azoto Kjeldahl relativo à fracção solúvel de uma
amostra (Nkjeldhal filtrado), procedeu-se previamente à sua filtração com papel de filtro (marca Reeve
Angel, grade 403).
Quando se justificou a preservação das amostras, esta foi realizada em frascos de polietileno,
após a adição de H2SO4 concentrado até pHamostra<2, procedendo-se posteriormente à refrigeração
da amostra acidificada (APHA, 1998).
Para a determinação do fósforo seguiu-se a metodologia descrita pelo método 4500 E (APHA,
1995) que em termos gerais, consiste em:
a) Digestão da amostra em meio ácido, com ácido sulfúrico e ácido nítrico
b) Quantificação do fósforo, na forma de ortofosfatos, por reacção com uma solução ácida
contendo molibdato e antimónio, na presença de ácido ascórbico, o que dá origem a uma solução
de cor azul. A absorvância da solução a 880nm é directamente proporcional à concentração de
fósforo na amostra.
Sempre que se justificou a preservação da amostra para a quantificação de fósforo relativo à
fracção solúvel, esta foi realizada em frascos de vidro, após a filtração da amostra, procedendo-se
posteriormente à refrigeração da amostra filtrada (APHA, 1998).
4.2.6 Ácidos Orgânicos Voláteis (AOV’s)
A composição e concentração de sete ácidos orgânicos voláteis (acético, propiónico, iso-butírico,
n-butírico, iso-valérico, n-valérico e n-capróico) foi determinada por cromatografia gás-líquido.
As amostras destinadas à quantificação de AOV’s foram filtradas, posteriormente acidificadas com
ácido fórmico, na proporção de 1:10 (v/v) e refrigeradas a 4ºC em frascos de polietileno, até
posterior análise.
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Utilizou-se um cromatógrafo com detector de ionização de chama (FID), marca Chrompack,
modelo CP9001 com as condições de operação apresentadas na Tabela 4.12.
Tabela 4. 12 – Condições de operação do cromatógrafo gás-líquido para determinação de AOVs.
Tipo e caudal de
gases
Hélio (gás de arraste); Q=8 mL min-1
Azoto (gás de make-up); Q=30mL min-1
Hidrogénio (gás para chama); Q=30 mL min-1
Ar (gás para chama); Q=300 mL min-1
Características
da coluna Coluna Chrompack CO-sil5 CB (25m x0,53 mmID)
Temperaturas Detector: 300ºC; Injector: 270ºC; Coluna: 290ºC; Forno:70ºC.
Programa de
temperaturas
70ºC (1min); rampa de 20ºC min-1; 100ºC (1,5 min); rampa de
10ºC min-1; 140ºC (2 min)
Volume de
amostra 0,5 L
Software de
integração Jasco-Borwin (1998), versão 1.50
A figura 4.8 apresenta um cromatograma obtido para as condições de funcionamento do
cromatógrafo.
Figura 4. 8 – Cromatograma obtido na análise de ácidos voláteis.
1 – ácido acético; 2 – ácido propiónico; 3 – ácido isobutírico; 4 – ácido n-
butírico; 5 – ácido isovalérico; 6 – ácido n-valérico; 7 – ácido n-capróico.
A calibração do aparelho (relação entre a área de cada pico do cromatograma e a concentração
de AOV correspondente) foi efectuada com 5 padrões mistos de concentração conhecida,
1
2
3 5
6
7
4
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preparados por diluição a partir de uma solução “stock” cuja composição está apresentada na
tabela 4.13.
Tabela 4. 13 – Concentração da solução “stock” de AOVs.
Ácido
Acético
(g L-1)
Ácido
propiónico
(g L-1)
Ácido
isobutírico
(g L-1)
Ácido n-
butírico
(g L-1)
Ácido
isovalérico
(g L-1)
Ácido n-
valérico
(g L-1)
Ácido n-
capróico
(g L-1)
8,4 7,8 7,5 9,5 9,2 9,3 3,7
A cada padrão foi adicionado ácido fórmico na proporção de 1:10 (v/v), para que a matriz dos
padrões fosse, tanto quanto possível, idêntica à matriz das amostras
As expressões das rectas de calibração e os respectivos erros associados ao declive e ordenada
na origem são apresentados nas equações 4.4 a 4.10.
Ácido acético: [ ] )28,1803696,107019(_)08,2165,1522( ±+×±= acéticoÁcidoÁreapico (4.4)
Ácido propiónico: [ ] )51,2705657,125880(_)82,3356,2729( ±+×±= propiónicoÁcidoÁreapico (4.5)
Ácido isobutírico: [ ] )93,4325669,73570(_)34,5603,3519( ±+×±= oisobutíricÁcidoÁreapico (4.6)
Ácido n-butírico: [ ] )10,6046628,89344(_)35,6283,3294( ±+−×±= butíriconÁcidoÁreapico (4.7)
Ácido isovalérico: [ ] )66,9335751,195555(_)37,9927,3456( ±+×±= oisovaléricÁcidoÁreapico (4.8)
Ácido n-valérico: [ ] )50,6764333,38163(_)23,7135,3603( ±+−×±= valériconÁcidoÁreapico (4.9)
Ácido n-capróico: [ ] )54,2818184,547088(__)99,7472,5142( ±+×±= capróiconÁcidoÁreapico (4.10)
Em cada dia de análise, as rectas de calibração foram validadas por injecção de um padrão de
concentração conhecida.
O erro associado à concentração de cada AOV nas amostras foi calculado tendo em conta as
expressões anteriores.
No Anexo I.A são apresentados os cálculos detalhados associados às curvas de calibração para
cada ácido e à quantificação do erro da concentração das amostras. No Anexo I.B é apresentada
a metodologia para quantificação do limite de detecção (LD) do equipamento para os sete ácidos
orgânicos voláteis analisados, bem como os respectivos cálculos associados.
4.2.7 Composição do biogás
A percentagem (v/v) de metano (CH4), de dióxido de carbono (CO2) e de outros componentes
gasosos (p.e. N2, H2, H2S, etc...) presente no biogás foi determinada por cromatografia gasosa
num cromatógrafo gasoso, da marca SRI, modelo 8610 C, equipado com detector de
condutividade térmica (TCD) nas condições apresentadas na Tabela 4.14.
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Tabela 4. 14 – Condições de operação do cromatógrafo gasoso para determinação da composição de
biogás.
Tipo e caudal de
gases Hélio (gás de arraste); Q=10 mL min
-1
Características da
coluna
Coluna Capilar com 0,53 mm de diâmetro
interno
Temperaturas Forno: 60ºC, durante 10min
Volume de
amostra 1 mL
Software de
Integração Peak Simple (2004), versão3.29
A figura 4.9 apresenta um cromatograma do padrão misto (70%CH4 e 30% CO2) e de uma
amostra, obtidos para as condições de funcionamento do cromatógrafo.
Figura 4. 9 – Cromatograma obtido na análise da composição de biogás.
1 – outros componentes gasosos; 2 – CH4; 3 – CO2.
A calibração do aparelho foi realizada com padrões gasosos de composição conhecida (100%
CO2 e 100% CH4) e validada usando um padrão misto com uma mistura gasosa de 70% CH4 e
30% CO2.
A conversão da área de cada pico do cromatograma em % de composição de gás foi realizada
tendo em conta as seguintes relações, obtidas na calibração:
%1000151,1%
44
××= CHAreaCH (4.11)
%1009955,0%
202
××= CAreaCO (4.12)
A presença de outros compostos no biogás (N2, H2, H2S,etc..) foi estimada de acordo com a
expressão 4.13:
2 3
2 31
1,06
min 2,48
min1,56
min
1,68
min
2,83
min
Acidificação anaeróbia como pré-tratamento de um efluente da indústria alimentar
Pág. 61
24 %%%100% COCHgasososcompostosOutros −−= (4.13)
No entanto é de realçar que esta percentagem não permite avaliar qual ou quais os compostos
associados a esta fracção.
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Capítulo 5. Estudo da acidificação anaeróbia
dum efluente da indústria alimentar,
em reactores acidogénicos
laboratoriais
A operação da instalação laboratorial, delineada e construída no âmbito deste trabalho, teve como
objectivo avaliar a aplicabilidade do processo de acidificação anaeróbia como pré-tratamento de
um efluente com características refractárias.
Para tal, foram definidas 2 etapas experimentais antecedentes, que forneceram informação
essencial para o arranque e estabelecimento de condições operatórias da instalação laboratorial.
Essas etapas experimentais precedentes estão relacionadas com a caracterização do efluente em
estudo (ETAPA I) e selecção do inóculo acidogénico adaptado a esse efluente (ETAPA II) e são
apresentadas como parte integrante deste capítulo.
5.1 Caracterização do efluente em estudo
O efluente estudado neste trabalho é constituído pelas águas resultantes da prensagem de
compostos insolúveis de cereais e café, sendo processualmente designado por efluente das
borras.
A tabela 5.1 apresenta a caracterização analítica do efluente colhido por duas vezes, num período
de 6 meses.
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Tabela 5. 1 – Características do efluente das borras, proveniente de uma indústria nacional de produtos
alimentares.
Parâmetro analítico Gama de Valores
Temperatura* ºC >45
pH 3,7 - 4,2
SST (g L-1) 8,4 – 16,1
SSV (%) 97,5 - 97,8
ST (g L-1) 34,5 – 55,9
SV (%) 97,5 - 97,9
Sólidos não
sedimentáveis (g L
-1) 0,74 – 2,04
CQO (mg O2 L-1) 33775 – 56375
Azoto Kjeldahl (mg N L-1) 141 – 332
Fósforo Total (mg P L-1) 60,8 – 168,4
CBO5 (ATU) (mg O2 L-1) 9340 - 11871
AOV (mg AAc L-1) 162 – 189Fr
ac
çã
o
Fi
ltr
ad
a
CQO AOV** (mg O2 L-1) 199 - 312
CQO (mg O2 L-1) 45725 – 76801
Azoto Kjeldahl (mg N L-1) 934 - 973
Fósforo Total (mg P L-1) 135,4 – 210,2
Fr
ac
çã
o
To
ta
l
CBO5 (ATU) (mg O2 L-1) 10698 - 17292
* Valor medido cerca de 3 horas após a colheita do efluente.
** valor calculado de acordo com os factores de conversão apresentados no anexo II.
O efluente industrial em estudo é gerado no processo fabril a temperaturas termofílicas, possui
uma tonalidade castanha escura e um odor típico a café torrado.
Apresenta características ácidas e um elevado teor de sólidos, maioritariamente de origem
orgânica, sendo a fracção de sólidos insolúveis cerca de 24 a 28%. A carência química de
oxigénio é bastante elevada, sendo a razão CBO5/CQO baixa (0,21 - 0,28). Metcalf & Eddy (2003)
indicam valores típicos da razão CBO5/CQO para águas residuais urbanas brutas:
• se CBO5/CQO>0,5, a água residual urbana é considerada como facilmente biodegradável,
em termos aeróbios;
• se CBO5/CQO<0,3, a água residual urbana pode conter compostos inibitórios da
actividade biológica (incluindo compostos de difícil biodegradabilidade) ou então a
biomassa poderá necessitar de uma prévia adaptação ao efluente.
Comparando estes “ratios” com a razão encontrada para o efluente em estudo, é possível aferir
que os baixos valores encontrados (0,21 – 0,28) não são indicadores da necessidade prévia de
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adaptação do inóculo ao efluente, já que essa adaptação prévia foi realizada previamente à
realização do ensaio de CBO5 (ver secção 4.2.2 ). Desta forma, a justificação para a baixa razão
CBO5/CQO encontrada poderá dever-se exclusivamente à presença de compostos de difícil
biodegradabilidade aeróbia; este aspecto fundamenta a razão pela qual o processo biológico
aeróbio da ETARI da indústria nacional de produtos alimentares que gera este efluente, apresenta
problemas operacionais quando o recebe para tratamento.
A presença de nutrientes no efluente é limitante, principalmente no que diz respeito à presença de
azoto, pois a razão CBO5:N:P encontrada (na fracção filtrada) ronda os valores 100:1,51:0,65 a
100:2,79:1,42, que são inferiores ao valor mínimo recomendado (100:5:1) (Eysenbach E., 1994)
para processos biológicos aeróbios.
O teor de ácidos orgânicos voláteis (AOV’s) no efluente é baixo, representando sensivelmente
0,6% da carência química de oxigénio do efluente (fracção filtrada).
Na bibliografia consultada não foi encontrado estudo algum que apresentasse uma caracterização
de efluentes resultantes do processamento de café e cereais. Existem sim alguns estudos que
abordam as características de efluentes de café e de café instantâneo. A tabela 5.2 apresenta
uma comparação entre as características do efluente utilizado neste trabalho e as dos efluentes de
café e café instantâneo utilizados por alguns autores.
O efluente das borras (resultante da prensagem de compostos insolúveis de café e cereais)
apresenta características semelhantes aos efluentes de café e de café instantâneo, no que diz
respeito a pH (características ácidas), temperatura (condições termofílicas) e teor de sólidos. A
elevada temperatura de descarga destes tipo de efluentes deve-se ao facto de o processo
produtivo envolver a solubilização, em água quente, da fracção solúvel dos grãos de café ou
substitutos torrados; este processo leva à produção de volumes significativos de efluentes de cor
escura, com cerca de 20% de sólidos insolúveis (Neves et al., 2006). No efluente das borras, o
teor de sólidos insolúveis encontrados é semelhante ao valor indicado por Neves et al. (2006).
Quanto à carga poluente, a carência química de oxigénio encontrada no efluente das borras é
ligeiramente superior (1,2 a 2 %) ao valor de CQOtotal apresentado por Dinsdale (1996). Em termos
de CQOfiltrado, o efluente das borras apresenta uma carga poluente cerca de de 4 a 7 vezes
superior ao valor indicado para efluentes de café. Tal diferença pode dever-se à contribuição dos
cereais na composição solúvel do efluente das borras, ou então a questões operacionais do
processo produtivo que aumentam o teor de compostos solúveis no efluente das borras.
Neves et al. (2006) referem que quer na produção de café, como no processamento de café
instantâneo com recurso a matérias-primas como cevada, chicória e café, o efluente obtido
contém na sua composição hidratos de carbono como celulose, hemi-celulose, lenhina entre
outros, sendo a lenhina altamente recalcitrante e por isso o composto lenhinocelulósico mais difícil
de decompor. Zayas et al. (2007) mencionam ainda que outras macromoléculas complexas como
taninos e ácidos húmicos podem estar presentes em efluentes à base de café.
Embora o efluente das borras não tenha sido caracterizado no que diz respeito ao tipo de
componentes orgânicos que apresenta na sua composição, de acordo com Neves et al. (2006) e
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Zayas et al. (2007) será de esperar que a presença deste tipo de compostos complexos no
efluente das borras seja significativa.
Tabela 5. 2 – Comparação entre as características do efluente das borras e as características médias de
efluentes de café e café instantâneo estudados por alguns autores.
Parâmetro analítico
Efluente das
borras
Efluente de
café
(Dinsdale et
al.,1996)
Efluente de café
instantâneo, após
sedimentação
(Dinsdale et al.,1997a)
Efluente
sintético de
café
instantâneo
(Alexiou,1998)
Temperatura ºC >45 67,5 >70 -
pH 3,7 - 4,2 4,5 4,4 4,5
SST (g L-1) 8,4 – 16,1 16,2 - -
SSV (%) 97,5 - 97,8 - - -
ST (g L-1) 34,5 – 55,9 25,7 - -
SV (%) 97,5 - 97,9 98 - -
Sólidos em
suspensão não
sedimentáveis
(g L-1) 0,74 – 2,04 1,65 0,80 0,58
CQO (mg O2 L-1) 33775 – 56375 8000 - 9318
Azoto Kjeldahl (mg N L-1) 141 – 332 - - -
Fósforo Total (mg P L-1) 60,8 – 168,4 - - 25
CBO5 (ATU) (mg O2 L-1) 9340 - 11871 - - -
AOV (mg AAc L-1) 162 – 189 - - 124Fr
ac
çã
o
Fi
ltr
ad
a
CQO AOV (mg O2 L-1) 199 - 312 - - 154
CQO (mg O2 L-1) 45725 – 76801 37950 12700 -
Azoto Kjeldahl (mg N L-1) 934 - 973 100 - 408
Fósforo Total (mg P L-1) 135,4 – 210,2 - - -
Fr
ac
çã
o
To
ta
l
CBO5 (ATU) (mg O2 L-1) 10698 - 17292 - - -
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5.2 Selecção e adaptação do inóculo acidogénico
A maior parte dos estudos de acidificação anaeróbia de efluentes recorrem à quantificação do teor
de ácidos voláteis produzidos durante o processo (Dinsdale et al., 1997b; Ng et al., 1999, Ren et
al., 2007; Bengtsson et al., 2007), sendo por isso importante que estes produtos metabólicos não
sejam consumidos, devido à presença da componente metanogénica ou sulfato-redutora da
população microbiana mista utilizada. Desta forma, neste tipo de estudos é de relevante
importância que o inóculo utilizado seja previamente seleccionado, contendo uma população
microbiana acidogénica desenvolvida e uma população metanogénica e sulfato-redutora com
actividade metabólica suprimida.
A selecção de um inóculo com estas características pode ser concretizada através da imposição
de condições ambientais que sejam desfavoráveis à actividade dessas populações microbianas.
Tais condições ambientais estão associadas, por exemplo, a valores de pH inferiores a 6 que são
desfavoráveis ao metabolismo e crescimento das bactérias anaeróbias, à presença de inibidores
metabólicos específicos, tais como o ácido 2-bromosulfónico (BES) (Ruel et al., 2002) que
bloqueiam a formação de metano inibindo a componente metanogénica de uma população
bacteriana mista ou à adição de agentes que precipitam o sulfato existente no meio, inibindo a
actividade das bactérias sulfato-redutoras que podem interferir nas reacções acidogénicas
(Mahendraker et al. 2007).
Esta etapa do trabalho experimental teve como principal objectivo promover a selecção e
adaptação de um inóculo anaeróbio, sem actividade metanogénica, para posterior arranque dos
reactores acidogénicos destinados ao estudo da acidificação anaeróbia do efluente das borras,
proveniente do processamento de compostos de café e cereais. Dado não ser provável a
presença de quantidades relevantes de sulfato no efluente das borras uma vez que a literatura
consultada aponta nesse sentido (Dinsdale et al.,1996; Dinsdale et al.,1997a; Alexiou,1998; Neves
et al, 2006), nenhumas medidas foram adoptadas para inibir a actividade de bactérias sulfato-
redutoras.
Assim, neste trabalho a actividade metanogénica foi suprimida por exposição do inóculo misto
anaeróbio (5g SSV L-1) a condições de pH < 6, aplicando um perfil de cargas orgânicas crescentes
de 1 g CQO L-1 d-1 a 15,7 g CQO L-1 d-1, sem ajuste contínuo de pH e sem adição de alcalinidade,
recorrendo a um reactor semi-contínuo (capítulo 4.1.2). Utilizou-se inicialmente uma alimentação
constituída, em termos de CQO, por 92% de glucose e 8% de efluente das borras. Posteriormente
a carga orgânica imposta foi reduzida para 2 g CQO L-1 d-1 e a percentagem de efluente das
borras na alimentação foi aumentada utilizando-se, em termos de CQO, 75% de glucose e 25%
desse efluente. Esta metodologia permitiu seleccionar o inóculo, devido à acção conjunta da
acumulação de AOVs e consequente diminuição do pH do meio, assim como proporcionou
condições de adaptação ao efluente em estudo. Durante o processo de selecção e adaptação do
inóculo foram realizadas análises de modo a avaliar o pH e o teor de CQO filtrado do
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sobrenadante do reactor e da alimentação, a concentração de AOVs do reactor e a composição da
fase gasosa.
A partir do momento em que o pH do reactor semi-contínuo utilizado atingiu valores próximos de 4,
aquando da alimentação do reactor foi adicionada uma dada quantidade de NaOH, de forma a não
permitir um maior decréscimo do pH no interior do reactor.
A figura 5.1 apresenta o teor de AOVs, no interior do reactor semi-contínuo utilizado para a
selecção do inóculo acidogénico e sua adaptação ao efluente em estudo. A figura 5.2 apresenta a
composição da fase gasosa do reactor.
92% glucose + 8% borras
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Figura 5. 1– Evolução do teor de AOVs, ao longo do tempo de operação e em função da carga orgânica.
Figura 5. 2– Evolução da composição da fase gasosa do reactor, ao longo do tempo de operação.
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Após os primeiros nove dias de operação foi evidente a inibição da actividade metabólica das
bactérias metanogénicas, que se traduziu na ausência de metano na fase gasosa do reactor
(figura 5.2). Este comportamento, verificado para as cargas orgânicas superiores a 4 g CQO L-1d-1,
deveu-se ao aumento do teor de ácidos orgânicos voláteis no interior do reactor (figura 5.1) que
conduziram à diminuição do valor do pH do meio de 6,4 para 4,2.
A posterior manutenção do pH≈4 não permitiu que actividade metanogénica fosse recuperada.
O crescente aumento da carga orgânica aplicada ao reactor favoreceu o desenvolvimento da
actividade acidogénica, visto a produção de ácidos orgânicos ter aumentado até valores
equivalentes a 5,5 g AAc L-1. Contudo para a carga orgânica mais elevada (15,5 g CQO L-1 d-1), o
aumento do teor de AOV cessou, tendo-se até constatado um decréscimo. Este comportamento
evidenciou uma possível inibição da actividade acidogénica, que levou a uma diminuição da
produção de ácido acético e ácido propiónico e a um aumento da produção de ácido n-butírico,
ácido isobutírico e ácido valérico.
Para confirmar a suspeita de que uma potencial inibição da actividade acidogénica estaria a
ocorrer foram comparados em termos quantitativos os termos  e  da equação geral
(expressão V.1) que traduz o balanço mássico ao reactor, em termos de CQOfiltrado, tendo em
conta que o este foi operado num regime semi-contínuo, por ciclos. A expressão V.1, apresenta a
equação geral desse balanço, para cada ciclo, i ,do reactor:
= + +
 =  +  + 
sendo:
: massa de CQO disponível para acidificação, no início do ciclo i =
[CQO]i, alimentação × Valimentação + ([CQO]i-1, reactor – [[CQO AOV]i-1, reactor ) × (Vreactor – Valimentação);
: massa de CQO que não foi transformada em AOVs durante o ciclo i =
=([CQO]i, reactor – [[CQO AOV]i, reactor ) × Vreactor;
: massa de CQO que foi transformada em AOVs durante o ciclo i =
=[CQO AOV]i, reactor×Vreactor;
: massa de CQO removida durante o ciclo i.
Na figura 5.3 a) está representada a massa de CQO disponível para acidificação no início do ciclo
i (termo  da equação V.1), em função da massa de CQO que não foi transformada em AOVs
durante o ciclo i (termo  da equação V.1). É possível verificar que para as maiores massas de
CQO existentes no reactor para acidificação (maior carga orgânica), o teor de CQO não
acidificado é praticamente igual ao teor de CQO disponível para acidificação, suportando a
massa de CQO
filtrado existente
no reactor para
acidificação, no
início do ciclo i
massa de CQO
filtrado não
acidificado, existente
no reactor no fim do
ciclo i
massa de CQO
filtrado acidificado,
existente no
reactor no fim do
ciclo i
massa de CQO
filtrado removida
durante o ciclo i.
(V.1)
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hipótese a conversão dos açúcares presentes na alimentação em AOVs, por acção da população
acidogénica, estaria a ser condicionada.
92% glucose + 8% borras
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Figura 5. 3– Comparação entre a massa de CQOfiltrado disponível no reactor para acidificação e a massa de
CQOfiltrado não transformada em AOVs: a) alimentação constituída, em termos de CQOfiltrado por 92%glucose e
8% efluente das borras; b) alimentação constituída, em termos de CQOfiltrado por 75%glucose e 25% efluente
das borras.
Quando a alimentação passou a ser constituída por uma maior fracção de efluente das borras
(25% em termos de CQO) o mesmo comportamento de supressão da actividade acidogénica foi
constatado: o teor de AOVs no reactor inicialmente aumentou, tendo posteriormente sofrido um
decréscimo (figura 5.1). A realização do balanço mássico ao reactor, em termos de CQOfiltrado,
continuou a suportar a hipótese de que a conversão dos açúcares presentes na alimentação em
AOVs, por acção da população acidogénica, estaria a ser limitada (figura 5.3 b)).
Segundo Zoetmeyer at al. (1982c), na presença de elevados valores de AOVs e para valores de
pH do meio baixos, é possível que os ácidos orgânicos voláteis na sua forma não dissociada
possam penetrar através da membrana celular das bactérias acidogénicas e baixar o pH
intracelular através da sua dissociação, o que se traduz em condições fisiológicas desfavoráveis.
Esta poderia ser a explicação para o comportamento que se estava a constatar, visto que o
reactor semi-contínuo estava a ser operado a pH≈4 e o teor de AOVs atingiu valores relevantes.
Contudo, por outro lado verificou-se que a quantidade de macronutrientes (N e P) que estava a ser
adicionada na alimentação poderia estar a ser limitativa. Após determinação analítica do teor de
azoto e fósforo no sobrenadante do reactor, no final da sua operação com cada um dos dois tipos
de alimentação impostos, constatou-se que a razão CQO:N:P do sobrenadante era de
100:0,07:0,01 equivalente a 135,5 gCQO L-1: 0,095 gN L-1: 0,014 gP L-1 (alimentação com 8% de
efluente, em termos de CQO) e 100: 0,14: 0,03 equivalente a 19,3 gCQO L-1: 0,027 gN L-1: 0,005
gP L-1 (alimentação com 25% de efluente, em termos de CQO). Estes resultados evidenciam que
as concentrações de P no sobrenadante no final da operação do reactor eram muito baixas e por
isso potencialmente limitativas para a actividade acidogénica.
75% glucose + 25% borras
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Para concluir qual das situações (pH baixo ou limitação de nutrientes) estaria a afectar a
actividade acidogénica anteriormente verificada, uma nova adaptação e selecção de inóculo foi
iniciada. O arranque do reactor semi-contínuo foi iniciado nas mesmas condições que a selecção e
adaptação realizada anteriormente (5 g SSV L-1; pH≈4; perfil de cargas orgânicas crescentes de 1
a 15 g CQO L-1d-1), mas com o devido suplemento de macronutrientes (em cada alimentação o
teor de nutrientes foi ajustado para um razão CQO:N:P=100:1,75:0,25, de acordo com o trabalho
de Dinsdale et al. (1997 b), por adição de (NH2)2CO e (KH2PO4)).
A figura 5.4 apresenta o teor de AOVs, no interior do reactor semi-contínuo utilizado para a
selecção do inóculo acidogénico, com ajuste de macro nutrientes.
92% glucose + 8% borras
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Figura 5. 4– Evolução do teor de AOVs, ao longo do tempo de operação e em função da carga orgânica, com
adição de macronutrientes (N e P).
Tal como se tinha verificado na experiência anterior, ausência de metano na fase gasosa do
reactor começou a ser verificada a partir do oitavo dia de operação do reactor, tornando evidente a
inibição da actividade metabólica das bactérias metanogénicas.
O pH do meio diminuiu de 7,31 para 4,1 nos primeiros seis dias, tendo-se mantido posteriormente
em valores próximos de 4 durante o restante período de operação do reactor.
Constatou-se também que o aumento da carga orgânica aplicada ao reactor com adição de
nutrientes favoreceu o desenvolvimento da actividade acidogénica, visto a produção de ácidos
orgânicos ter aumentado (figura 5.4), tendo o valor máximo do teor de AOV sido superior (7,5 g
AAc L-1) ao anteriormente atingido (5,5 g AAc L-1). Este facto poderá dever-se ao suplemento de
macronutrientes que foi adicionado. De facto, no final da operação do reactor a composição do
sobrenadante foi avaliada em termos de N e P tendo-se verificado que a razão CQO:N:P era de
100:1,67:0,2 equivalente a 160,0 gCQO L-1: 2,67 gN L-1: 0,32 gP L-1. Esta razão é bastante
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superior ao encontrado na experiência anterior ( 23 vezes superior para o N e 20 vezes superior
para o P) e portanto indicador de que a disponibilidade de macronutrientes não seria limitativa.
No entanto apesar da disponibilidade de nutrientes ter sido garantida, constatou-se que para a
carga mais elevada a inibição do população acidogénica pareceu surgir, traduzindo-se numa
diminuição do teor de AOVs no interior do reactor (figura 5.4).
Na figura 5.5 está representada a massa de CQO disponível para acidificação no início do ciclo i
(termo  da equação V.1), em função da massa de CQO que não foi transformada em AOVs
durante o ciclo i (termo  da equação V.1).
92% glucose + 8% borras
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Figura 5. 5– Comparação entre a massa de CQOfiltrado disponível no reactor para acidificação e a massa de
CQOfiltrado não transformada em AOVs, com complemento de macronutrientes (N e P).
A figura 5.5 evidencia que para as maiores cargas orgânicas (13,7 g CQO L-1d-1), a conversão dos
açúcares presentes na alimentação em AOVs, por acção da população acidogénica, poderá estar
a ser limitada, apresentando o comportamento aferido na experiência anterior.
Desta forma, os resultados experimentais obtidos parecem apontar que a inibição da população
acidogénica seleccionada se deve ao baixo teor de pH com que o reactor semi-contínuo foi
operado. Esta condição operatória juntamente com o elevado teor de AOVs presente no interior do
reactor leva ao aparecimento de AOVs na forma não dissociada, o que segundo Zoetmeyer et al.
(1982c), facilita o transporte destes compostos para o interior das células das bactérias
acidogénicas e baixa o pH intracelular através da sua dissociação, o que se traduz em condições
fisiológicas desfavoráveis. Será portanto de evitar a operação dos reactores acidogénicos a utilizar
neste trabalho nos estudos de acidificação do efluente das borras, para valores de pH próximos de
4.
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5.3 Estudo da acidificação anaeróbia do efluente em reactores
contínuos
O processo de acidificação anaeróbia do efluente em estudo foi avaliado através do
funcionamento de dois reactores contínuos operados a duas temperaturas, mesofilica (36ºC) e
termofílica (55ºC), sem controlo contínuo de pH e segundo um perfil crescente de cargas
orgânicas de 2,5 a 10 g CQO L-1 d-1, de acordo com o TRH e a concentração de substrato
estabelecidos na tabela 4.7 (capítulo 4.1.3, página 49 deste trabalho).
Embora para processos acidogénicos a temperatura não pareça ser um parâmetro tão relevante
como o é nos processos anaeróbios convencionais (com biometanização), a opção por estudar
neste trabalho a influência da temperatura na acidificação anaeróbia do efluente das borras foi
tomada tendo em conta que:
a) o efluente utilizado neste trabalho é processualmente gerado a temperaturas termofílicas, pelo
que em termos energéticos será mais desejável levar a cabo o processo de acidificação anaeróbia
nesta gama de temperaturas, para evitar encargos processuais acrescidos no seu arrefecimento;
b) Alexiou & Anderson (2001) estudaram a acidificação de efluentes de café numa gama de
temperaturas de 37ºC a 65ºC (pH=4,5) e concluíram que o aumento da temperatura não
melhorava o grau de acidificação atingido. Contudo como o efluente utilizado neste trabalho não
resulta exclusivamente do processamento de café mas também do processamento de cereais, as
conclusões de Alexiou & Anderson (2001) podem não ser válidas para um efluente com estas
características.
Outra condição importante para o desenvolvimento de processos de acidificação anaeróbia é o
pH. Como já referido anteriormente, para os microrganismos acidogénicos o valor óptimo de pH
situa-se entre os 5 e 6, podendo continuar em actividade a pH  4 (Yu & Fang, 2002). No entanto
neste trabalho, durante a etapa experimental de selecção e adaptação do inóculo acidogénico
verificou-se que valores de pH iguais ou inferiores a 4 seriam indesejáveis, visto potencialemnte
induzirem condições de inibição da população acidogénica. Assim, o valor de pH nos reactores
contínuos foi mantido, de forma indirecta, entre 4,5 a 5 unidades por adição de NaHCO3 à
alimentação, como uma situação de compromisso entre a menor quantidade de químicos
adicionados para regulação do pH e o menor valor de pH para o qual, potencialmente, o inóculo
não apresenta sintomas de inibição.
A carga orgânica imposta aos reactores acidogénicos durante o período experimental foi alterada
por variação do TRH ou por incremento da concentração de substrato na alimentação, sempre que
o comportamento dos reactores tivesse evidenciado o alcance do estado estacionário, ou seja,
sempre que as variações no valor de CQOfiltrado do efluente à saída da instalação experimental
fossem inferiores a 10%.
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A monitorização da instalação experimental durante o período de funcionamento permitiu obter
resultados experimentais que foram estratificados em duas categorias: resultados experimentais
de evolução e resultados experimentais de estado estacionário.
Os resultados experimentais de evolução possibilitaram a avaliação do comportamento dos
reactores ao longo do tempo, para cada condição operatória. Os resultados experimentais de
estado estacionário representaram a caracterização do comportamento dos reactores para cada
uma das condições de operação imposta.
5.3.1 Resultados experimentais de evolução
A tabela 5.3 apresenta as condições operacionais impostas aos reactores acidogénicos durante os
101 dias de operação e que caracterizaram cada condição da matriz experimental definida na
tabela 4.7 (capítulo 4.1.3, página 49 deste trabalho).
Tabela 5. 3 – Parâmetros operacionais impostos aos reactores acidogénicos R1 e R2 (valores médios±
intervalo com 95% de confiança).
FASE EXPERIMENTAL
1 2 3 4
Reactor
Acidogénico* R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
Período de
operação (d) 0-66 0-38 67-82 39-66 83-101 67-82 - 83-101
Carga Orgânica
(g CQOfiltrado L
-1 d-1) 2,67±0,19 2,37±0,13 4,99±0,31 5,34±0,63 5,42±0,33 4,96±0,50 - 11,44±1,02
Caudal
(L d-1) 2,64±0,11 2,64±0,25 2,57±0,14 2,45±0,12 5,44±0,13 4,86±0,58 - 5,02±0,15
TRH
(d) 0,97±0,04 0,99±0,09 0,99±0,05 1,04±0,05 0,47±0,01 0,53±0,06 - 0,51±0,01
Alimentação
(g CQOfiltrado L
-1) 2,60±0,22 2,33±0,21 4,93±0,19 5,56±0,68 2,54±0,19 2,60±0,14 - 5,79±0,54
*R1 operado a 36ºC; R2 operado a 55ºC.
Tal como referido anteriormente, o início do período de operação dos reactores coincide com o
momento em que alimentação passou a ser constituída exclusivamente por efluente das borras,
após um período de arranque de 3 semanas com uma alimentação contínua cuja composição foi
reduzida gradualmente para 50%, 25% e 0%, em relação à glucose monohidratada (em termos de
CQO) e proporcionalmente aumentada para 50%, 75% e 100% em relação ao efluente das borras.
Na tabela 5.3, o período de tempo associado a cada fase da matriz experimental não traduz
necessariamente o número de dias que cada reactor necessitou para atingir um estado
estacionário de operação. Nomeadamente para o reactor R1, durante os primeiros 66 dias de
operação foi detectada a presença de metano no biogás produzido nos reactores, pelo que foram
realizadas algumas tentativas para condicionar a actividade das bactérias metanogénicas, por
abaixamento momentâneo do pH da alimentação e não adição de alcalinidade (NaHCO3) à
alimentação, o que condicionou o tempo de resposta do sistema à carga orgânica imposta durante
esse período. Como resultado não foi possível testar todas as fases da matriz experimental
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delineada para este reactor, dentro do limite temporal imposto para os ensaios experimentais
deste trabalho.
No caso do reactor R2, no período entre os dias 39 e 66 devido a um problema analítico de
caracterização do efluente das borras, a alimentação preparada apresentou valores de CQO filtrado
60% superiores ao valor pretendido para a fase experimental em causa, pelo que o sistema
necessitou de mais tempo para estabilizar face à perturbação sofrida.
5.3.1 a) Desempenho dos reactores em termos de acidificação
O grau de acidificação de um processo de acidificação anaeróbia representa a fracção de
substrato que é passível de ser transformada nos diversos produtos metabólicos (AOVs, álcoois,
aldeídos, etc) produzidos durante as reacções de oxidação-redução levadas a cabo pelas
bactérias acidogénicas.
Quando os estudos de acidificação utilizam como substrato um composto orgânico individualizado
(efluente sintético) como por exemplo um hidrato de carbono, o grau de acidificação pode ser
quantificado através da monitorização da concentração do hidrato de carbono e dos monómeros
resultantes da sua hidrólise (Lopes et al., 2006). Contudo, nos casos em que o substrato é
constituído por uma grande diversidade de compostos (efluente real), a concentração total de
AOV’s obtidos durante a acidificação tem sido largamente utilizada como parâmetro de avaliação
do grau de acidificação (Alexiou, 1998; Alexiou & Anderson, 2001; Demirel & Yenigun, 2004;
Oktem, 2006; Yilmaz & Demirer, 2008).
Neste trabalho o desempenho dos reactores acidogénicos R1 e R2, em termos de acidificação foi
avaliado pelo grau de acidificação traduzido pela expressão V.2:
%100(%)_ ×=
entradafiltrado
saídafiltrado
CQO
AOVCQO
ãoacidificaçGrau (V.2)
sendo:
CQOfiltrado AOVsaída = o somatório da [CQO] equivalente de cada AOV analisado à saida dos
reactores (mg CQO L-1); este cálculo tem por base os factores de conversão apresentados no
Anexo II.
CQOfiltrado entrada = [CQO] na alimentação dos reactores (mg CQO L
-1).
A figura 5.6 apresenta o grau de acidificação dos reactores acidogénicos durante todo o período
experimental bem como as condições de operação impostas, nomeadamente pH do efluente
acidificado, carga orgânica volumétrica e tempo de retenção hidráulico. A concentração de
CQOfiltrado no efluente acidificado é também apresentada como parâmetro indicador do alcance do
estado estacionário dos reactores para cada condição operatória.
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Figura 5. 6 – Evolução do teor de AOVs e do grau de acidificação ao longo do tempo de operação: a) R1
(36ºC); b) R2 (55ºC).
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Para todas as condições experimentais avaliadas, os reactores apresentaram graus de
acidificação compreendidos entre os 20% e 55%, sendo o valor de pH do reactor mantido em
valores a rondar as 4,5 - 5 unidades (figura 5.6 a) e b)). Excepcionalmente para o reactor R1, o
valor de pH à saída do reactor atingiu valores ligeiramente inferiores a 4 durante aproximadamente
5 dias de operação, devido ao abaixamento momentâneo do pH da alimentação, como forma de
inibir o desenvolvimento de bactérias metanogénicas que se verificou pela presença de CH4 no
biogás formado.
A figura 5.6 a) evidencia que para qualquer carga orgânica testada no reactor R1 (36ºC) o grau de
acidificação foi sempre superior a 25%, excepto para os dias de operação 23 a 25 em que
ocorreram problemas relacionados com o sistema de agitação do reactor, o que se reflectiu no seu
desempenho em termos de acidificação, numa subida do pH do efluente acidificado e num
aumento da produção de biogás, verificando-se também a produção de metano. Dos resultados
obtidos para o restante período de operação, não parece haver uma significativa diferença do grau
de acidificação para diferentes condições operatórias testadas a 36ºC, oscilando entre os 40 a
50%.
O grau de acidificação atingido no reactor R2 (55ºC) (figura 5.6 b)) oscila em gamas semelhantes
às encontradas para o reactor R1 (36ºC) (40 a 50%), para as fases da matriz experimental
comuns aos dois reactores (fases experimentais de 1 a 3). Para a carga orgânica de 11,4 g CQO
L-1d-1 (fase experimental 4 do reactor R2), as percentagens de acidificação encontradas foram
mais baixas, oscilando entre 18 a 29%. Contudo a ordem de grandeza destes valores é coerente
com os resultados de Dinsdale et al. (1997b) ue a 55ºC registaram percentagens de acidificação
de efluentes de café entre 22 e 38%, em reactores CSTR para cargas orgânicas entre 10 e 16 g
CQO L-1 d-1, TRH entre 1 e 0,5 dia, a pH ≈5.
Em termos de composição dos produtos metabólicos da acidificação anaeróbia, a figura 5.6 a)
apresenta o ácido acético como o AOV presente em maior quantidade no efluente acidificado a
36ºC, representado mais de 50% (m/m) dos AOVs detectados; os restantes AOVs detectados no
efluente do reactor R1 são o propiónico, n-butírico e n-valérico. Situação excepcional foi
encontrada, para os dias de operação de 23 a 25 em que devido a problemas de agitação no topo
do reactor, o teor de AOVs total decresceu devido ao abaixamento da quantidade de ácido acético
e ao aumento da produção de metano, predominando a presença de ácido propiónico (50% m/m)
favorecido também pelo aumento de pH para 6,5 – 7. Contudo, quando o pH voltou a descer para
valores de próximos de 4,5 devido ao restabelecimento das condições de mistura no reactor, a
produção deste ácido foi inibida passando novamente o ácido acético a ser o AOV predominante
representando cerca de 65% (m/m).. Este comportamento de aumento do teor de ácido propiónico
quando o pH do meio atinge valores próximos da neutralidade é retratado por Fang & Liu (2002) e
por Lopes et al. (2006) em estudos de acidificação anaeróbia em que o substrato utilizado é a
glucose. Alexiou (1998) nos seus estudos de acidificação anaeróbia de efluentes de café
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constatou também que a 37ºC a produção de ácido propiónico era favorecida para pH=6,
comparativamente com valores obtidos a pH=4,5 e 5.
No que diz respeito aos produtos metabólicos do processo de acidificação anaeróbia do efluente
das borras a 55ºC, a figura 5.6b) apresenta também o acido acético como predominante,mas em
menor proporção , seguido do butírico, propiónico e n-valérico, cujas percentagens relativas
variam consoante as condições operatórias.
Comparando os dois reactores (R1 e R2) em termos de distribuição de AOVs no efluente
acidificado, no que diz respeito a resultados experimentais de evolução, a principal diferença
reside no favorecimento da produção de butirato com o aumento da temperatura. Os baixos teores
de ácido n-valérico encontrados e a ausência de outros AOVs de peso molecular superior como o
n-capróico são de esperar para a acidificação aneróbia do efluente em estudo, já que a presença
destes AOVs é largamente associada à fermentação de proteínas (Zoetmeyer et al., 1982b; Yu &
Fang, 2002), cuja teor no efluente nas borras (fracção filtrada) é baixo (tabela 5.2).
5.3.1 b) Produção e composição do biogás
A produção do biogás em cada um dos dois reactores (R1 e R2) está apresentada na figura 5.7,
para cada uma das fases da matriz experimental. Os valores aí apresentados estão expressos
para as condições PTN (P=1atm; T=0ºC) e foram calculados a partir dos resultados de
monitorização dos reactores utilizando a lei de Charles (V/T=constante).
Figura 5. 7 – Evolução da produção do biogás (condições PTN) durante o período de operação: a) R1
(36ºC); b) R2 (55ºC).
A produção de biogás no reactor R1 foi sempre muito reduzida comparativamente com o reactor
R2 (figura 5.7 a) e b), respectivamente). Para as mesmas condições operatórias, R2 produziu
cerca de 6 a 10 vezes mais biogás do que R1.
A composição do biogás, em termos percentuais, é apresentada na figura 5.8 de acordo com as
condições operatórias para cada um dos reactores acidogénicos.
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Figura 5. 8 – Evolução da composição do biogás (%v/v) durante o período de operação: a) R1 (36ºC); b) R2
(55ºC).
Em termos de composição do biogás (figura 5.8 a) e b)), a temperatura mesofílica favoreceu o
desenvolvimento da actividade das bactérias metanogénicas, pois a presença de CH4 no biogás
foi quase sempre uma constante. Tentou-se evitar esta situação submetendo o reactor a
condições de pH menos favoráveis ao desenvolvimento desse grupo trófico durante os dias de
operação 32 a 39 (pH≈4 e não adição de alcalinidade). Como consequência, a ausência de
metano foi verificada durante 7 dias, ocorrendo um aumento significativo de 20 para 80% da
percentagem de outros componentes gasosos (possivelmente H2) no biogás.
Após a restauração das condições normais de operação do reactor R1 a produção de metano foi
novamente verificada (25 a 35% v/v), prevalecendo durante o restante período de operação do
reactor, para o qual o valor de pH à saída continuou numa gama baixa (4,5 a 5 unidades).
Uma justificativa para este comportamento poderá estar relacionada com o desenvolvimento de
bactérias metanogénicas hidrogenofílicas, que produzem metano a partir da redução de H2 e CO2.
Este grupo trófico é mais tolerante a condições adversas do que as bactérias metanogénicas
acetoclásticas e apresenta tempos de duplicação cerca de duas vezes inferiores (Alexiou, 1998). A
presença de enchimento móvel no interior do reactor poderá também ter contribuído para a
criação de zonas mais protegidas onde as bactérias hidrogenofílicas possam ter encontrado
condições mais propícias ao seu desenvolvimento (melhor acessibilidade ao substrato e menor
exposição a condições adversas de pH).
Estudos realizados por Alexiou (1998) e Dinsdale et al. (1997b) também constataram a produção
de metano durante a acidificação anaeróbia de efluentes de café, para diferentes condições
operatórias de reactores CSTR. Nestes estudos a presença de CH4 no biogás também foi
atribuída ao desenvolvimento das bactérias metanogénicas hidrogenofílicas
No reactor R2 (55ºC), a presença de metano só foi detectada no início da operação do reactor
(figura 5.8 b)); este facto indica que o factor temperatura foi determinante para a inibição
irreversível da actividade metanogénica acetoclástica e hidrogenofílica. O volume de CO2
representou maioritariamente cerca de 60 a 70% do biogás produzido.
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5.3.2 Resultados experimentais de estado estacionário
Os resultados experimentais de estado estacionário representam a caracterização do
comportamento dos reactores para cada uma das condições operatórias impostas e permitem
estabelecer relações entre as variáveis operacionais estudadas.
A tabela 5.4 apresenta o desempenho dos reactores acidogénicos para cada estado estacionário
atingido. Os valores apresentados representam uma média dos últimos quatros resultados
experimentais obtidos antes de novas condições de operação serem impostas.
Tabela 5. 4 – Desempenho dos reactores acidogénicos R1 e R2 para cada estado estacionário (valores
médios± intervalo com 95% de confiança).
FASE EXPERIMENTAL
1 2 3 4
Reactor *
Condição
Operatória
R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
Carga Orgânica
(g CQOfiltrado L-1 d-1)
2,67±0,19 2,37±0,13 4,99±0,31 5,34±0,63 5,42±0,33 4,96±0,50 - 11,44±1,02
TRH
(d) 0,97±0,04 0,99±0,09 0,99±0,05 1,04±0,05 0,47±0,01 0,53±0,06 - 0,51±0,01
Reactor *
Parâmetro R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
pH 4,9 a 5,0 4,7 a 5,3 4,3 a 4,6 4,8 a 4,9 4,3 a 4,6 4,8 a 5,0 - 4,2 a 4,6
[AOV]
(mg L-1)
714,26
±43,01
562,48
±172,37
1335,11
±95,42
1144,14
±122,70
742,77
±71,27
670,21
±76,17 -
957,29
±182,17
Ac. acético
(% m/m) 52,8±4,8 47,2±11,5 56,9±2,4 47,7±1,2 61,1±2,9 56,5±3,3 - 61,8±5,6
Ac. propiónico
(% m/m) 32,6±3,9 18,6±5,8 28,4±2,9 18,2±2,5 25,4±3,1 17,3±2,0 - 12,9±1,4
Ac. n-butírico
(% m/m) 12,3±1,2 34,3±9,8 13,6±2,3 32,3±1,9 13,5±1,8 25,2±1,7 - 25,3±6,0
Ac. n-valérico
(% m/m) 2,4±0,3 nd 1,4±0,6 1,8±0,4 nd nd - nd
Grau acidificação
(%) 44,5±4,4 34,7±10,0 42,2±1,8 40,6±5,5 42,9±9,6 42,0±1,2 - 27,0±6,8
Volume biogás
(L PTN.Lreactor-1 d-1)
0,021
±0,016
0,226
±0,073
0,058
±0,016
0,388
±0,092
0,064
±0,033
0,415
±0,095 -
0,276
±0,086
Outros
componentes
(% v/v)
41,8±6,2 33,6±1,4 28,0±2,2 25,4±2,5 34,6±5,7 32,9±5,0 - 31,6±4,4
CH4
(% v/v) 30,9±2,3 nd 31,4±6,8 nd 31,1±1,7 nd - Nd
CO2
(% v/v) 27,3±4,4 66,4±1,4 40,6±5,8 74,7±2,5 34,3±6,7 67,1±5,0 - 68,4±4,4
*R1 operado a 36ºC; R2 operado a 55ºC.
nd: não detectado
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5.3.2 a) Influência das condições operatórias no processo de acidificação
O processo de acidificação anaeróbia é retratado como sendo dependente, em maior ou menor
grau, de diversos parâmetros operacionais como pH, TRH, carga orgânica e temperatura.
A influência do TRH, da temperatura e da carga orgânica no processo de acidificação do efluente
alimentar usado neste trabalho é apresentada na figura 5.9.
Figura 5. 9 – Grau de acidificação médio para as diferentes fases experimentais.
Em termos de acidificação, a operação do reactor acidogénicos R1 à temperatura mesofílica
(figura 5.9) não é significativamente afectado pelo aumento de carga orgânica (fase 1→fase 2)
tendo-se verificado uma diminuição de 44,5% para 42,2%.
A diminuição do TRH de 0,99 dia para 0,47 dia (fase 2→fase 3) mantendo a carga orgânica
próxima de 5 g CQO L-1d-1, não comprometeu o grau de acidificação do processo, tendo este
passado de 42,2% para 42,9%. Este comportamento evidencia que para as condições
experimentais testadas, o operação do reactor acidogénico mesofílico com um tempo de retenção
de 0,5 dia não favorece a acumulação de AOVs, nem o desaparecimento da actividade
metanogénica ( tabela 5.4) ao contrário do que seria de esperar de acordo com Guerrero et al.
(1999).
O reactor termofílico R2 evidenciou uma melhoria do grau de acidificação de 35 para 40% com o
aumento da concentração de substrato (So) correspondendo a um aumento de carga de 2,4 para
5,3 g CQO L-1d-1 (figura 5.9: fase 1→fase 2; TRH≈1 dia), o que em termos percentuais representa
um acréscimo de 14%. Mas para o mesmo aumento da concentração de substrato realizado com
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um TRH=0,5 dia (figura 5.9: fase 3→fase 4), correspondendo a um aumento de carga orgânica de
5 para 11,4 g CQO L-1d-1, o grau de acidificação foi bastante comprometido, sendo reduzido de
42% para 27%, o que representa um decréscimo relativo de 36%.
No entanto, o valor de 27% encontrado para o grau de acidificação do reactor termofílico nas
condições operatórias da fase experimental 4 (TRH=0,51 dias e carga=11,4 g CQO L-1 d-1), não é
muito discrepante do grau de acidificação encontrado por Dinsdale et al., (1997b) na acidificação
anaeróbia de efluentes de café para TRH= 0,5 dia e carga=16 g CQO L-1 d-1, sem controlo de pH
(22%).
À semelhança do que foi constatado para o reactor mesofílico, também para o reactor termofílico a
diminuição do TRH mantendo a carga orgânica próxima de 5 g CQO L-1d-1 (figura 5.9: fase 2→fase
3) pouco se reflecte no processo de acidificação, tendo para o reactor R2 o grau de acidificação
aumentado de 41 para 42% (acréscimo de 2,3%).
Para as fases experimentais comuns aos dois reactores acidogénicos R1 e R2 (fase experimental
de 1 a 3), a temperatura apenas demonstra influência para a mais baixa carga orgânica imposta
(figura 5.9: fase1) melhorando em 29% o processo de acidificação, a 36ºC.
Os resultados obtidos para a variação do TRH demonstraram que este parâmetro operacional, por
si só, pouca influência apresenta no processo de acidificação do efluente das borras,
independentemente da temperatura. Por outro lado, o aumento de carga orgânica apresentou uma
maior importância no processo de acidificação à temperatura termofílica e principalmente para um
TRH de 0,5 dia.
Estes resultados não corroboram as conclusões tecidas por Alexiou (1998) e Alexiou & Anderson
(2001), que avaliaram o grau de acidificação anaeróbia de efluentes sintéticos à base de café.
Para as condições testadas (pH=4,5 a 6; T=37ºC a 60ºC, TRH=0,6 a 0,25 d e carga orgânica=14,8
e 37,3 kg CQOL-1d-1) estes autores concluíram que a ordem crescente de importância dos
parâmetros operacionais do processo de acidificação era a seguinte: T> pH> TRH. Ora, apesar
das condições operatórias impostas ao reactores operados neste trabalho terem sido menos
abrangentes do que as utilizadas por Alexiou (1998) e Alexiou & Anderson (2001), a influência da
temperatura não se mostrou suprema perante os restantes parâmetros, sendo até mínima. Este
facto vem reforçar a ideia que o processo de acidificação anaeróbia é condicionado em larga
medida não só pelo tipo de condicionantes operacionais, mas também pela amplitude de variação
dessas condicionantes.
A dependência da composição dos AOVs presentes no efluente acidificado, em relação ao TRH e
à carga orgânica é evidenciada na figura 5.10.
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Figura 5. 10 – Distribuição dos produtos de acidificação (AOVs) em função do TRH e da carga orgânica: a)
R1 (36ºC); b) R2 (55ºC).
A 36ºC, o tipo de AOvs presentes no efluente acidificado engloba o acido acético, propiónico, n-
butírico e n-valérico, sendo o ácido acético o AOV mais significativo em termos de composição (52
a 61% m/m) (figura 5.10a)), seguido do ácido propiónico com 25 a 32% (m/m) e do ácido butírico
com cerca de 12 a13,5% (m/m). Estes resultados não são consistentes com as conclusões de
Alexiou (1998), que a 37ºC e pH=4,5 verificou que, em termos de AOVs, os produtos metabólicos
da acidificação anaeróbia de efluentes sintéticos de café se distribuíam de igual forma pelo ácido
acético e pelo n-butírico (43% e 44% (m/m), respectivamente). Contudo a não consistência entre
os resultados deste trabalho e os de Alexiou (1998) pode-se dever à gama de cargas orgânicas
testadas: enquanto neste trabalho, para a temperatura mesofílica se atingiu uma carga máxima de
5 g CQO L-1 d-1, Alexiou (1998) testou cargas orgânicas superiores de 18,6 g CQO L-1 d-1.
Á temperatura mesofílica, o aumento de carga orgânica (figura 5.10a); fase 1→fase 2) aumenta
em 7% a presença do ácido acético no efluente acidificado, em detrimento da percentagem de
ácido propiónico que é reduzida em 13%. A diminuição do TRH (figura 5.10a); fase 2→fase 3)
favorece o aumento da composição do ácido acético no efluente acidificado em 7% e a diminuição
da percentagem de ácido propiónico em 10%, verificando-se ainda o desaparecimento do ácido n-
valérico que inicialmente se encontrava presente no efluente acidificado, em percentagens muito
baixas.
Para 55ºC, o tipo de AOvs presentes no efluente acidificado é o mesmo que o encontrado a
temperatura mesofílica (acético, propiónico, n-butírico e n-valérico), diferindo apenas na sua
distribuição. O ácido acético continua a ser o ácido mais significativo, sendo favorecida a produção
do ácido n-butírico em substituição do propiónico (figura 5.10b)). A temperaturas termofílicas
(55ºC) Alexiou (1998) também constatou a presença destes quatro AOVs no efluente de café
acidificado a uma carga orgânica de 17,3 g CQO L-1 d-1 , TRH=0,54 dia e pH=4,5. O efluente
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obtido nas experiências de Alexiou (1998) apresentou cerca de 58% de ácido acético, 28% de n-
butírico, 8% de propiónico e 2 % de n-valérico (%m/m), o que em termos de ordem de grandeza é
compatível com os resultados obtidos neste trabalho, para as diferentes fases experimentais a que
o reactor R2 foi sujeito (fases 1 a 4): 47 a 62% de ácido acético, 35 a 34% de n-butírico, 13 a19%
de propiónico e 0 a 1,8 % de n-valérico (%m/m).
Em termos de relação entre o TRH e a distribuição de AOVs, para o reactor R2 a diminuição do
TRH (figura 5.10b); fase 2→fase 3) reflecte-se num aumento de 20% na composição mássica do
efluente em ácido acético, numa redução de 4% e 22% na presença do ácido propiónico e n-
butírico, respectivamente e na ausência do ácido n-valérico.
O aumento da carga orgânica só demonstra alterar a composição de AOVs no efluente acidificado
quando TRH≈0,5 dia, ou seja para as fases experimentais 3 e 4 (figura 5.10b). Assim, verifica-se
um aumento da % de acido acético em 10% em prejuízo do ácido propiónico, cuja presença em
termos de composição mássica é reduzida em 25%.
Em conclusão, as diferenças encontradas neste trabalho em relação ao percurso metabólico de
produção de AOVs, ou seja ordem de predominância de AOVs nos efluentes acidificados, no
processo de acidificação anaeróbia devem-se essencialmente ao factor temperatura. Verificou-se
que o aumento de temperatura favorece a presença de ácido butírico e acético, a qual é
acompanhada por um incremento do volume de biogás produzido e da quantidade de H2 libertada
no biogás (tabela 5.4 e figura 5.7). Isto significa que para o efluente utilizado, a acidificação a
temperaturas termofílicas não se traduz na acumulação de acido propiónico, mas sim favorece um
percurso metabólico que leva à produção de ácido butírico. Este comportamento está de acordo
com Yu et al. (2002) que avaliaram o processo de acidificação de efluentes lácteos e verificaram
que o aumento da temperatura a que era desenrolado o processo de acidificação anaeróbia, não
se reflectia num aumento da composição mássica de ácido propiónico no efluente acidificado.
No que diz respeito à alteração da composição mássica do efluente acidificado sem modificar a
ordem de predominância de AOVs aí presentes, para ambos os reactores a diminuição do TRH
favorece o aumento da % de ácido acético e a diminuição da contribuição do ácido propiónico no
efluente acidificado. Para a temperatura termofílica, também a presença de ácido n-butírico é
desfavorecida com a diminuição do TRH.
O aumento da carga orgânica imposta aos reactores acidogénicos reflecte-se no acréscimo da
percentagem mássica de acido acético e no decréscimo da % de ácido propiónico no efluente
acidificado, tanto para o reactor R1 como para o reactor R2, embora para o reactor termofílo este
comportamento só se verifique para TRH=0,5 dia.
5.3.2 b) Balanço mássico ao processo de acidificação, em termos de CQO
Num processo anaeróbio não existem aceitadores de electrões externos disponíveis para remover
o CQO do sistema, pelo que a disponibilidade global de electrões para redução continua
inalterada. Desta forma, a CQO do substrato utilizado num processo de acidificação anaeróbia
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deverá ser transformada em AOVs e outros produtos de fermentação como álcoois, biogás
(essencialmente hidrogénio e eventualmente metano, pois o CQO do CO2 é nulo) e biomassa.
Neste trabalho tentou-se quantificar a quantidade de biomassa que foi produzida por incorporação
da CQO removida durante a acidificação do efluente das borras e assim avaliar a quantidade de
biomassa produzida durante o processo. Para tal realizou-se um balanço de massa à CQO em
cada reactor, para as condições de estado estacionário, tendo como base de cálculo 1L de
efluente das borras alimentado ao reactor. Admitiu-se que % de H2 presente no biogás produzido
seria igual à percentagem de outros componentes gasosos quantificada por cromatografia gasosa
(capítulo 4.2.7, pág. 60). A validade desta aproximação é justificada pelo facto da presença de N2
ou de H2S no biogás ser improvável, já que o teor de compostos proteicos no efluente das borras
ser baixo (tabela 5.2) e a presença de compostos à base do enxofre não ser mencionada na
literatura para efluentes derivados de cereais e café; para além disso, caso houvesse a produção
de H2S durante todo o período de operação dos reactores, facilmente o odor a sulfuretos teria sido
detectado por olfacto, o que nunca aconteceu.
A tabela 5.5, para além da relação entre a composição do efluente acidificado e a massa orgânica
alimentada apresenta os resultados obtidos para o balanço realizado ao reactor R1 e R2.
Tabela 5. 5 – Composição do efluente acidificado e balanço mássico à CQO nos reactores R1 e R2 (valores
médios± intervalo com 95% de confiança; base de cálculo: 1L de efluente alimentado).
REACTOR ACIDOGÉNICO
R1 (36ºC) R2 (55ºC)
Fase
experimental
Balanço CQO
1 2 3 4 1 2 3 4
CQO alimentação
(g CQO)
2,53
±0,19
4,80
±0,20
2,46
±0,08 -
2,71
±0,26
5,08
±0,29
2,51
±0,17
5,80
±0,96
CQO removido
(g CQO)
1,03
±0,24
1,35
±0,09
0,68
±0,09
1,08
±0,14
1,54
±0,34
0,75
±0,11
0,81
±0,81
oalimentaçãCQO
oacidificadefl.CQO 0,59
±0,07
0,71
±0,03
0,72
±0,06 -
0,61
±0,01
0,70
±0,05
0,71
±0,03
0,87
±0,11
oalimentaçãCQO
AOVsCQO 0,43
±0,04
0,41
±0,04
0,43
±0,04 -
0,37
±0,07
0,40
±0,06
0,40
±0,07
0,26
±0,05
oalimentaçãCQO
produtosoutrosCQO 0,16
±0,07
0,30
±0,04
0,29
±0,05 -
0,24
±0,06
0,30
±0,04
0,31
±0,06
0,61
±0,09
oalimentaçãCQO
biogásCQO a) 0,07
±0,07
0,08
±0,04
0,19
±0,07
0,13
±0,09
0,08
±0,03
0,22
±0,07
0,06
±0,04
oalimentaçãCQO
biomassaCQO b) 0,34
±0,12
0,21
±0,06
0,09
±0,07
0,26
±0,10
0,22
±0,05
0,07
±0,07
0,07
±0,07
removidoCQO
biogásCQO 0,17
±0,17
0,27
±0,16
0,73
±0,31 -
0,34
±0,23
0,28
±0,09
0,75
±0,26
0,46
±0,28
removidoCQO
biomassaSSV c)
(g SSV g-1 CQO)
0,58
±0,12
0,51
±0,11
0,22
±0,22 -
0,47
±0,16
0,51
±0,06
0,18
±0,18
0,38
±0,20
a) CQO biogás =CQO (H2) + CQO (CH4) =
TR
CHVP
fCH
TR
HVP
fH
×
×
×+
×
×
×
)()( 4
4
2
2 , para condições PTN.
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4
1
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1
2 64;16 CHmolgCQOfCHHmolgCQOfH
−− == (Seok & Komisar, 2003)
b) CQO biomassa =(CQO alimentação-CQOefl. acidificado)-CQObiogas,
c) SSV biomassa =CQO biomassa / fbiomassa =(CQO alimentação-CQOefl. acidificado)-CQObiogas,
f biomassa = 1,42 g CQO g-1 SSV, considerando que a biomassa é traduzida por C5H7O2N
Em termos relativos, a magnitude do erro médio associado a algumas razões apresentadas na
tabela 5.5 é significativa; tal magnitude pode ser justificada tendo em conta que o requisito
utilizado para estabelecimento de estado estacionário dos reactores compreendeu uma variação
da [CQO]filtrado à saída inferior a 10%, variação essa que não se reflectiu noutros parâmetros como
o volume e composição de biogás, o que afectou o erro associado aos cálculos realizados
posteriormente. Se experimentalmente se tivesse operado os reactores durante mais tempo nas
condições de estado estacionário, ter-se-ia mais resultados experimentais e provavelmente o erro
médio, em termos relativos, associado aos cálculos teria sido atenuado. Desta forma, a análise
dos resultados a seguir apresentada será realizada apenas em termos médios.
A figura 5.11 apresenta a distribuição da massa de CQO alimentada pelos diferentes produtos da
acidificação anaeróbia e pela incorporação na biomassa.
Figura 5. 11 – Distribuição da massa de CQO alimentada pelos diferentes produtos da acidificação anaeróbia
em função do TRH e carga orgânica: a) R1 (36ºC); b) R2 (55ºC).
Para a acidificação mesofílica do efluente das borras, da massa orgânica alimentada cerca de 41
a 43% foi transformada em AOVs, 7 a 19% foi transformada em biogás, 9 a 34% foi incorporada
na biomassa e os restantes 16 a 30% ficaram associados a outros produtos da acidificação como
lactato ou álcoois (etanol, etc), metabolitos intermediários como aldeídos ou cetonas, ou a
compostos resistentes à acidificação anaeróbia (figura 5.11 a)).
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Por limitações analíticas, neste trabalho não foi possível averiguar nem quantificar a presença de
lactato ou de etanol no efluente acidificado, pelo que não é possível afirmar qual o peso que cada
um deste possíveis compostos poderá ter no efluente das borras após acidificação e qual a
fracção da alimentação que lhes dá origem. Contudo a presença de etanol não deixa de ser
provável, pois segundo Ren et al. (1997) para pH ≈4,5 a produção deste álcool pode ser
favorecida na acidificação de efluentes ricos em hidratos de carbono.
A alteração das condições operacionais do reactor parece influenciar a distribuição da massa
orgânica alimentada pelos diferentes componentes. Assim, para R1 a diminuição do TRH para
metade (figura 5.5 a): fase 2→fase 3) não altera a quantidade de CQO que é transformada em
AOVs mas desfavorece a incorporação de CQO na biomassa em 57%, privilegiando a produção
de biogás (aumento de 138%). O aumento da carga orgânica (figura 5.5 a): fase 1→fase 2)
reflecte-se apenas no aumento do CQO associado a outros produtos de acidificação (variação de
87%) balanceado por um decréscimo de 38% na massa de CQO que é incorporada na biomassa.
Para a acidificação termofílica do efluente das borras, da massa orgânica alimentada cerca de 26
a 40% foi transformada em AOVs, 6 a 13% foi transformada em biogás, 7 a 26% foi incorporada
na biomassa e os restantes 24 a 61% ficaram associados a outros produtos da acidificação como
lactato ou álcoois (etanol, etc), metabolitos intermediários como aldeídos ou cetonas, ou a
compostos resistentes à acidificação anaeróbia (figura 5.11 b)).
Para o reactor R2, a diminuição do TRH para metade (figura 5.5 b): fase 2→fase 3) promove o
aumento do CQO associado ao biogás (175%) acompanhado pela diminuição de 68% no CQO
que é incorporado na biomassa.
O aumento da carga orgânica reflecte-se na distribuição da massa de CQO alimentada pelos
diferentes produtos de acidificação, de acordo com o valor de TRH imposto. Assim para TRH de 1
dia, o aumento da carga orgânica favorece de forma mais significativa a incorporação do CQO em
outros produtos de acidificação (aumento de 25%), o decréscimo da massa de CQO associada ao
biogás e à biomassa (variações de 38% e 15%, respectivamente). Quando o TRH é de 0,5 dia,
(figura 5.5 b): fase 3→fase 4) a razão
oalimentaçãCQO
produtosoutrosCQO é favorecida em 97%, embora não se
possa afirmar se esse favorecimento se traduz numa menor eficiência de degradação dos
compostos iniciais da alimentação ou numa maior conversão desses compostos em produtos
metabólicos que não tenham sido quantificados. A massa de CQO associada ao biogás diminuiu
em 73% e transformação da massa orgânica alimentada em AOVs diminui 35%.
Quando os reactores são operados com um TRH≈0,5 dia e uma carga orgânica de 5 g CQO L-1 d-1
(fase experimental 3) a massa de CQO removida durante o processo de acidificação anaeróbia do
efluente alimentar utilizado é, em termos médios, preferencialmente canalizada para a produção
de biogás (cerca de 75%), independentemente da temperatura.
Para as restantes condições experimentais, a biomassa é o sumidouro preferencial para a CQO
removida assumindo valores médios entre 0,58 e 0,38 g SSV g-1 CQO.
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A ordem de grandeza dos valores encontrados para a razão
removidoCQO
biomassaSSV é consistente com
alguns valores apresentados na literatura para processos acidogénicos. A título comparativo,
Andrews & Pearson (1965) e Speece & McCarthy(1964), referenciados por Yu & Fang (2001),
reportam 0,54 g SSV g-1 CQO para a acidificação de glucose e peptona e 0,42 g SSV g-1 CQO
para a degradação de amido, respectivamente. Fang & Yu (2001) apresentam valores de 0,324 g
SSV g-1 CQO para efluentes lácteos e 0,230 g SSV g-1 CQO para a acidificação da lactose.
Neste trabalho não é evidente a influência da temperatura na produção de biomassa embora Yu &
Fang (2003) refiram que o aumento da temperatura da acidificação regra geral, se perspectiva
num menor rendimento da biomassa visto que a lise das células é favorecida e as suas
necessidades energéticas incrementadas.
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Capítulo 6. Estudos de biodegradabilidade
aeróbia do efluente acidificado
Neste trabalho, a avaliação da biodegradabilidade aeróbia dos vários efluentes acidificados
obtidos na operação da instalação experimental teve como objectivo aferir o potencial de aplicação
da acidificação anaeróbia, como pré tratamento de um efluente alimentar com características
refractárias.
Não foi objectivo destes testes de biodegradabilidade aeróbia de curta duração quantificar
parâmetros cinéticos de degradação, mas apenas comparar os perfis de degradação aeróbia
obtidos (em termos da variação de pressão no interior dos frascos de incubação utilizados) para
os diferentes efluentes acidificados com o do efluente das borras sem tratamento. Por esta via de
comparação procurou-se então concluir acerca da possível aplicabilidade da acidificação
anaeróbia na melhoria do potencial de degradação aeróbio do efluente das borras.
As condições experimentais definidas para estes ensaios descontínuos de biodegradabilidade de
curta duração (72 horas) estão apresentadas nas tabelas 4.10 e 4.11 deste trabalho (capítulo
4.1.1, pág. 51 e 52).
A tabela 6.1 apresenta o ponto de partida dos ensaios de biodegradabilidade, no que diz respeito
à [CQO]filtrado da mistura efluente+inóculo+nutrientes+água e ao volume de ar disponível no frasco
de incubação para fornecer o O2 necessário ao processo.
Os ensaios realizados foram agrupados em duas categorias, cada uma delas correspondente à
concentração de CQO filtrado que os efluentes a estudar apresentavam. Os efluentes que
apresentassem uma [CQO]filtrado abaixo de 2,5 gCQO L
-1 foram enquadrados na categoria de
ensaios 1, para a qual o volume de ar disponível no frasco de incubação (Var) foi de 360 mL,
correspondendo a uma quantidade de amostra de 150 mL (tabela 6.1); os efluentes com
concentração entre 5 a 2,5 g CQO L-1 foram agrupados na categorias de ensaios 2, em que o Var
foi de 435mL, correspondendo a uma quantidade de amostra de 75 mL (tabela 6.1).
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A avaliação dos resultados experimentais dos testes de biodegradabilidade aeróbia foi realizada
tendo como termo comparativo a variação de pressão máxima (∆Pmax) registada para o
efluente das borras de cada categoria de ensaios.
Tabela 6. 1 – Condições de partida dos ensaios de biodegradabilidade aeróbia dos efluentes avaliados.
Ensaio de biodegradabilidade aeróbia
Designação
efluente *
Volume mistura (mL)
[CQO]filtrado mistura
(mg O2 L-1)
Var***
(mL)
R1EE1 150 1174 360
R2EE1 150 1142 360
R1EE2 75 2273 435
R2EE2 75 2363 435
R1EE3 150 1113 360
R2EE3 150 1187 360
R2EE4 75 2979 435
Borras_2,5** 150 1740 360
Borras_5** 75 3376 435
*R1EE1 a R1EE3 representa a designação do efluente acidificado obtido para o estado estacionário do reactor 1 (36ºC)
para as fases experimentais 1 a 3; R2EE1 a R2EE4 representa a designação do efluente acidificado obtido para o estado
estacionário do reactor 2 (55ºC) para as fases experimentais 1 a 4.
**efluente das borras diluído após sedimentação e equivalente ao efluente das borras alimentado durante as diferentes
condições operatórias impostas aos reactores acidogénicos da instalação experimental.
***volume de ar atmosférico no frasco de incubação com capacidade total de 510 mL.
A figura 6.1 apresenta os perfis de evolução da razão entre a∆Pdo efluente das borras e a
∆Pmáxima registada para o efluente Borras_2,5 e Borras_5.
Figura 6. 1 – Evolução do perfil de variação de pressão nos ensaios de biodegradabilidade aeróbia dos
efluentes Borras_2,5 e Borras_5.
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O inóculo utilizado nos diferentes ensaios de biodegradabilidade mostrou estar adaptado ao
efluente Borras, visto que não ser evidente a existência de uma fase “lag” no início do ensaio
(figura 6.1), fase essa que tipicamente aparece em situações de não adaptação da biomassa.
Desta forma conclui-se que a metodologia de adaptação prévia da biomassa seguida neste
trabalho foi eficaz em proporcionar um grau satisfatório de adaptação da biomassa.
A análise da figura 6.1 permite constatar que os perfis de variação de pressão dos testes de
biodegradabilidade aeróbia do Borras_2,5 e Borras_5 são extremamente coincidentes
evidenciando que, nos dois ensaios, o processo de degradação aeróbia não foi afectado por
limitações de oxigénio, já que para o efluente Borras_5 o volume de ar disponível foi 21% superior
ao volume de ar disponível no ensaio com o efluente Borras_2,5, enquanto que a massa de CQO
presente no início do ensaios foi semelhante: 253 mg CQO para o efluente Borras_ 5 e 261 mg
CQO para o efluente Borras_2,5.
A presença de compostos orgânicos de difícil biodegradabilidade no efluente das borras é
evidente, já que a razão [CBO]72horas/[CQO]filtrado para os dois ensaios foi relativamente baixa: 0,31
para efluente Borras_2,5 e 0,38 para efluente Borras_5 ([CBO]72horas foi calculado através da
expressão 4.1 (capítulo 4.2., pág. 55) tendo em conta o valor de pressão máxima no interior do
frasco, registado pelo sensor de pressão do frasco de incubação).
A figura 6.2 apresenta os perfis de evolução da razão entre a∆Pdos efluentes acidificados e a
∆Pmáxima registada para a categoria de ensaios 1.
Figura 6. 2 – Evolução do perfil de variação de pressão nos ensaios de biodegradabilidade aeróbia dos
efluentes da categoria 1.
Comparando os perfis da variação de pressão associados aos testes de biodegradabilidade
aeróbia da categoria de ensaios 1 (figura 6.2) é visível que todos os efluentes acidificados
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consumiram mais oxigénio que o efluente Borras_2,5, o que é indicativo que em termos globais os
efluentes acidificados possuirão um maior teor de matéria orgânica biodegradável aerobicamente
que o efluente das borras sem pré-tratamento.
De facto, uma vez que nestes ensaios o volume dos frascos de incubação ocupado com ar para
fornecimento de oxigénio ao teste aeróbio era o mesmo, seria de esperar que para degradar uma
maior quantidade de matéria orgânica, a variação de pressão máxima registada para todos os
efluentes fosse a sempre superior a 1 (∆P/ ∆Pmax Borras_2,5 >1). E realmente esse
comportamento verificou-se nos ensaios realizados: os efluentes acidificados (obtidos durante a
operação da instalação experimental e representativos dos estados estacionários atingidos para
cada uma das condições de operação impostas) apresentaram incrementos mínimos de 12 a 25%
para a razão ∆P/ ∆Pmax Borras_2,5. Esta diferença apenas se pode atribuir ao facto de o efluente
Borras_2,5 possuir compostos refractários de difícil biodegradação aeróbia, uma vez que a
[CQO]filtrado de cada efluente para as condições de partida dos testes de biodegradabilidade é da
mesma ordem de grandeza (tabela 6.1).
Contudo, não é possível afirmar se o valor máximo de ∆Pregistado para os efluentes
acidificados se deve exclusivamente ao consumo de todo o substrato disponível no efluente para
biodegradação aeróbia ou se também se deve a uma limitação de disponibilidade de oxigénio.
Embora para os efluentes acidificados não seja possível calcular a [CBO]72 horas/[CQO]filtrado com
rigor, porque não se tem a garantia que na fase final destes ensaios não possa ter ocorrido uma
limitação de disponibilidade de oxigénio, é possível indicar um valor mínimo para esta razão. A
tabela 6.2 apresenta esses valores em comparação com o efluente Borras_2,5.
Tabela 6. 2 – Valores mínimos da razão [CBO]72 horas/[CQO]filtrado para os efluentes da categoria de ensaios 1.
Designação efluente
Valores mínimos de
[CBO]72 horas/[CQO]filtrado
R1EE1 0,56
R2EE1 0,58
R1EE3 0,54
R2EE3 0,51
Borras_2,5 0,31
Comparando os resultados da tabela 6.2 para os efluentes acidificados com a razão [CBO]72
horas/[CQO]filtrado para o efluente Borras_2,5 é possível afirmar que, no mínimo, a acidificação
anaeróbia do efluente Borras_2,5 melhora a biodegradabilidade aeróbia em 64 a 87%.
Avaliando ainda os perfis apresentados na figura 6.2 para as horas iniciais de biodegradação,
verifica-se um pequeno atraso na obtenção da velocidade máxima da degradação para o efluente
das borras, o que não se nota para os efluentes acidificados. Para estes efluentes acidificados
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constata-se que as taxas de consumo de oxigénio nas primeiras 15 horas são bastante
semelhantes (o declive das curvas é bastante coincidente) excepto o efluente R2EE1. Este
efluente acidificado resultante da operação do reactor acidogénico R2 (55ºC) para a fase 1 da
matriz experimental (2,5 g CQO L-1d-1 e TRH=1 dia) apresenta um perfil de degradação
caracterizado por um consumo de oxigénio inicial mais acentuado (o declive da curva é 50%
superior ao declive das restantes curvas), o que é indicador que possuirá na sua composição
compostos orgânicos de degradação biológica mais fácil e rápida que os restantes efluentes, que
poderão ser degradados em quase metade do tempo de reacção, o que é bastante desejável. Em
termos de composição de AOVs, este efluente acidificado é caracterizado por 47% de ácido
acético, 19% de ácido propiónico e 34% de ácido n-butírico.
Os perfis de evolução da razão entre a∆Pdos efluentes e a ∆Pmáxima registada para a
categoria de ensaios 2 estão apresentados na figura 6.3.
Figura 6. 3 – Evolução do perfil de variação de pressão nos ensaios de biodegradabilidade aeróbia dos
efluentes da categoria 2.
Para a segunda categoria de ensaios (figura 6.3) o perfil de degradação aeróbia dos efluentes
acidificados, principalmente para R1EE2 e R2EE2, diferencia-se do perfil associado ao efluente
Borras_5 de modo análogo ao verificado para a categoria de ensaios 1: durante as primeiras 7 a 8
horas de ensaio, o consumo de oxigénio para estes efluentes quase que atinge o dobro do
consumo verificado pelo efluente Borras_5, o que é conveniente pois é indicador da presença de
compostos orgânicos mais facilmente biodegradáveis em condições aeróbias, que poderão ser
degradados em quase metade do tempo de reacção.
Para esta categoria de ensaios, os valores mínimos de [CBO]72 horas/[CQO]filtrado para os efluentes
acidificados estão apresentadas na tabela 6.3.
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Tabela 6. 3 – Valores mínimos da razão [CBO]72horas/[CQO]filtrado para os efluentes da categoria de ensaios 2.
Designação efluente
Valores mínimos de
[CBO]72horas/[CQO]filtrado
R1EE2 0,68
R2EE2 0,64
R2EE4 0,48
Borras_5 0,38
Confrontando os resultados da tabela 6.3 com a razão [CBO]72 horas/[CQO]filtrado para o efluente
Borras_5 verifica-se que, no mínimo, a acidificação anaeróbia do efluente Borras_5 permite
aumentar o grau de biodegradabilidade aeróbia entre 26 a 79%. O efluente R2EE4 (representativo
do estado estacionário atingido na instalação experimental para as condições de operação 11,4 g
CQO L-1d-1 e TRH=0,5 dia) representa o efluente acidificado com menor razão [CBO]72
horas/[CQO]filtrado; este valor poderá ser indicativo de que o baixo grau de acidificação (27%)
determinado para este efluente nos estudos de acidificação anaeróbia em reactores acidogénicos
(capítulo 5) é uma consequência de uma menor eficiência de degradação dos compostos iniciais
presente na alimentação do reactor, e não de uma maior conversão desses compostos em
produtos metabólicos que não tenham sido quantificados, tais como etanol.
Em conclusão, embora as condições experimentais dos ensaios de biodegradabilidade não
tenham dado a garantia que para os efluentes acidificados, a disponibilidade de oxigénio não
tenha sido limitativa foi possível, por análise comparativa, concluir que a acidificação anaeróbia
como pré-tratamento de efluentes para posterior degradação aeróbia é viável e apresenta
potencial que deverá ser explorado mais aprofundadamente.
A influência das condições operatórias dos reactores acidogénicos no grau de biodegradabilidade
aeróbia dos efluentes acidificados face ao efluente das borras sem pré-acidificação está
apresentada na tabela 6.4.
Tabela 6. 4 – Valores mínimos da razão [CBO]72horas/[CQO]filtrado em função das condições operatórias dos
reactores acidogénicos.
Grau de acidificação
(% média)
Valores mínimos de
[CBO]72horas/[CQO]filtrado
Fase
experimental
Carga orgânica
(g CQO L-1 d-1)
TRH
(d)
R1 (36º) R2 (55º) R1 (36º) R2 (55º)
1 2,5 1 44,5 34,7 0,56 0,58
2 5 1 42,2 40,6 0,68 0,64
3 5 0,5 42,9 42,0 0,54 0,51
4 10 0,5 - 27,0 - 0,48
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Independentemente da temperatura, os efluentes acidificados que apresentaram melhor
biodegrabilidade aeróbia foram os que resultaram da imposição de TRH =1 dia e uma carga
orgânica de 5 g CQO L-1d-1 aos reactores acidogénicos (fase experimental 2). Curiosamente a
estas condições operatórias não estão associados graus de acidificação muito mais elevados do
que os encontrados para as restantes fases experimentais testadas, o que poderá evidenciar que
os produtos metabólicos da acidificação anaeróbia poderão contemplar outros compostos mais
facilmente biodegradáveis em condições aeróbias (p.e. alguns álcoois) que os AOVs quantificados
neste trabalho.
Para ultrapassar a limitação experimental constatada neste trabalho continuando a utilizar o
sistema OXITOP em testes de biodegradabilidade aeróbia de curta duração, o ideal seria utilizar
frascos de incubação de maior capacidade (por exemplo 1L).
Mantendo os frascos de incubação com 510 mL, três hipóteses são propostas para superar as
dificuldades sentidas.
a) Diminuir o volume da mistura efluente+inóculo+nutrientes+água existente no frasco. Esta
hipótese permite ter um maior volume de ar disponível no interior do frasco de incubação,
mas pode causar mais erros experimentais relacionados com medição do volume de
efluente a utilizar e o volume de inóculo, já que estes serão bastante inferiores.
b) Reduzir a concentração do efluente no frasco de incubação, mantendo o mesmo volume
da mistura efluente+inóculo+nutrientes+água existente no frasco, ou seja diluir
previamente o efluente antes da preparação da mistura Desta forma estar-se-á a
aumentar a relação entre o volume de ar no frasco e a concentração de material orgânico
a degradar, sem cometer erros experimentais mais significativos associados às medições
de volume. Contudo, como é realizada uma diluição previa do efluente a presença de
compostos inibidores à degradação aeróbia poderá não ser detectada.
c) Durante o ensaio de biodegradabilidade, abrir periodicamente os frascos de incubação,
para permitir a renovação do oxigénio. As medições de variação de pressão serão
posteriormente ajustadas devido à alteração da pressão no interior do frasco, aquando a
abertura. Crê-se que o erro que pode advir deste procedimento seja menos significativos
que os erros que estão associado às outras hipóteses anteriormente apresentadas.
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Capítulo 7. Conclusões e considerações
gerais
Este trabalho centrou-se no estudo da aplicabilidade da acidificação anaeróbia como resposta à
seguinte questão: “Será a acidificação anaeróbia eficaz como pré-tratamento de um efluente
dificilmente biodegradável da indústria alimentar, para posterior tratamento aeróbio?”
Para este estudo utilizou-se um efluente industrial real, processualmente designado por efluente
das borras e gerado no processo de prensagem de compostos insolúveis de cereais e café, de
uma fábrica nacional de produtos alimentares.
O desenvolvimento do trabalho experimental deu especial importância à influência da temperatura,
do tempo de retenção hidráulico e à carga orgânica aplicada no processo de acidificação
anaeróbia em reactores contínuos e ao grau de biodegradabilidade aeróbia passível de ser
atingido com o efluente das borras, após acidificação anaeróbia como pré-tratamento.
Como principais conclusões do trabalho desenvolvido destacam-se as seguintes:
• O efluente industrial utilizado apresenta características típicas dos efluentes gerados quer
na produção de café, como no processamento de café instantâneo com recurso a
matérias-primas como cevada, chicória e café.
• Para as condições testadas, os parâmetros operacionais TRH e carga orgânica pouca
influência apresentam no grau de acidificação atingido a temperatura mesofílica, mas a
temperatura termofílica essa influência já se torna relevante para o parâmetro carga
orgânica. Para o TRH mais baixo, o aumento carga orgânica imposta ao reactor
termofílico piora o desempenho do processo em 36%, enquanto que para TRH de 1 dia, o
grau de acidificação é favorecido em 14%. Esta constatação leva a supor que para cargas
orgânicas mais elevadas o processo de acidificação anaeróbia de um efluente com estas
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características poderá ficar comprometido a 55ºC, pelo que mais testes experimentais
serão necessário para comprovar esta afirmação.
• A temperatura é uma condição operatória que se reflecte na composição dos ácidos
orgânicos voláteis presentes no efluente acidificado. O aumento da temperatura de 36ºC
para 55ºC favorece a presença de n-butírico como o segundo AOV presente em maior
quantidade, em detrimento do ácido propiónico. Nas duas situações o ácido acético é o
ácido predominante.
• Embora os parâmetros operacionais TRH e carga orgânica não condicionem a
composição dos ácidos voláteis presentes nos efluentes acidificados, ao ponto de alterar a
ordem de predominância desses AOVs verifica-se que independentemente da
temperatura, a diminuição do TRH favorece a produção de ácido acético e a diminuição da
percentagem de ácido propiónico. O aumento da carga orgânica tem o mesmo efeito que
a diminuição do TRH, embora a 55ºC isso apenas aconteça quando o TRH é mantido em
0,5 dia.
• Os testes de biodegradabilidade aeróbia dos efluentes acidificados indicam que a
degradação biológica aeróbia do efluente das borras é bastante melhorada por
acidificação anaeróbia chegando mesmo a obter-se aumentos do grau de
biodegradabilidade na ordem dos 80%, o que potencializa a utilização deste processo
como pré-tratamento do efluente utilizado antes de ser submetido a um tratamento
aeróbio.
Os resultados obtidos neste trabalho permitem apontar que a acidificação anaeróbia como pré-
tratamento do efluente alimentar utilizado tem potencial, contudo muitas outras questões se
levantam.
“Quais as condições operatórias que maximizam a acidificação anaeróbia do efluente das borras?
“Será vantajoso promover a acidificação do efluente a cargas orgânicas mais elevadas?” “Qual a
composição do efluente acidificado, em termos de produtos de acidificação que maximiza a
posterior biodegradabilidade aeróbia do efluente”?
Estes são exemplos de algumas interrogações às quais importa responder antes de indicar a
acidificação anaeróbia como a solução efectiva para os problemas operacionais que se têm feito
sentir no processo de tratamento biológico aeróbio da fábrica nacional de produtos alimentares,
quando o efluente das borras é para lá encaminhado.
Desta forma, como perspectivas de trabalho futuro realçam-se a:
• Continuação dos estudos de acidificação anaeróbia em reactores acidogénicos
laboratoriais, alterando as condições operatórias impostas até que estas sejam limitantes.
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• Avaliação da influência do pH no processo de acidificação.
• Quantificação do grau de acidificação dos reactores acidogénicos contemplando não só os
ácidos orgânicos voláteis, mas também outros compostos como álcoois.
• A influência do efluente das borras acidificado no processo de tratamento biológico
aeróbio não só em termos de biodegradabilidade, mas também ao nível das
características da biomassa aeróbia (sedimentabilidade, estrutura dos flocos biológicos e
até composição microbiológica).
• Avaliação técnico-económica da utilização da acidificação anaeróbia em comparação com
outros processos de pré-tratamento contemplando não só as condicionantes associadas a
um processo biológico deste tipo, mas também as seus potenciais vantagens extras
nomeadamente produção de hidrogénio, disponibilização de uma fonte de carbono
passível de ser utilizada em processos de desnitrificação ou então produção de
bioplásticos.
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ANEXO I.A– CALIBRAÇÃO DO CROMATÓGRAFO GÁS-
LÍQUIDO PARA DETERMINAÇÃO DE AOVS 
 
A calibração do cromatógrafo (relação entre a área de cada pico do cromatograma e a concentração 
do AOV correspondente) foi efectuada de acordo com o seguinte procedimento: 
 
1) Preparação de 5 padrões mistos com os sete AOV a analisar. Estes padrões foram preparados 
por diluição, a partir de uma solução padrão “stock”, previamente preparada com reagentes líquidos 
de pureza analítica. As tabelas I.1, I.2, I.3 apresenta as características de cada uma das soluções 
padrão preparadas. 
 
     Tabela I. 1 – Características dos reagentes líquidos utilizados na preparação da solução padrão “stock”. 
Ácido orgânico 
volátil 
Massa molar  
(g mol-1) 
Densidade da 
Solução (kg L-1) 
Pureza da solução 
(%) 
Ácido acético 60,05 1,05 99,8 
Ácido propiónico 74,08 0,99 99 
Ácido isobutírico 88,11 0,95 99 
Ácido n-butírico 88,11 0,96 99 
Ácido isovalérico 102,1 0,93 99 
Ácido n-valérico 102,1 0,94 99 
Ácido n-capróico 116,2 0,93 99 
 
     Tabela I. 2 – Composição da solução padrão “stock”. 
Ácido orgânico 
volátil V reagente (mL) V total (mL) [Ácido] (g L
-1) 
Ácido acético 4,0 8,38 
Ácido propiónico 4,0 7,84 
Ácido isobutírico 4,0 7,52 
Ácido n-butírico 5,0 9,50 
Ácido isovalérico 5,0 9,21 
Ácido n-valérico 5,0 9,31 
Ácido n-capróico 2,0 
500 
3,68 
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       Tabela I. 3 – Composição da cada solução padrão utilizada (padrão misto). 
  
Ácido 
Acético 
Ácido 
propiónico 
Ácido 
Isobutírico 
Ácido N-
butírico 
Ácido 
Isovalérico 
Ácido N-
valérico 
Ácido N-
capróico 
[Ácido]  
(mg L-1) 67,066 62,726 60,192 76,032 73,656 74,448 29,462 
V solução 
Stock (mL) 2,0 
V total  
diluição (mL) 250,0 
PADRÃO 
1 
V ácido 
formíco (mL) 25,0 
[Ácido]  
(mg L-1) 167,66 156,82 150,48 190,08 184,14 186,12 73,66 
V solução 
Stock (mL) 2,0 
V total  
diluição (mL) 100,0 
PADRÃO 
2 
V ácido 
formíco (mL) 10,0 
[Ácido]  
(mg L-1) 335,33 313,63 300,96 380,16 368,28 372,24 147,31 
V solução 
Stock (mL) 2,0 
V total  
diluição (mL) 50,0 
PADRÃO 
3 
V ácido 
formíco (mL) 5,0 
[Ácido]  
(mg L-1) 838,32 784,08 752,40 950,40 920,70 930,60 368,28 
V solução 
Stock (mL) 5,0 
V total  
diluição (mL) 50,0 
PADRÃO 
4 
V ácido 
formíco (mL) 5,0 
[Ácido]  
(mg L-1) 1676,64 1568,16 1504,80 1900,80 1841,40 1861,20 736,56 
V solução 
Stock (mL) 10,00 
V total  
diluição (mL) 50,00 
PADRÃO 
5 
V ácido 
formíco (mL) 5,0 
 
2) Injecção de 0,5 L do padrão misto 3 no cromatógrafo devidamente estabilizado nas condições 
operatórias pretendidas. Esta análise permitiu a identificação dos tempos de retenção do pico 
associado a cada ácido orgânico volátil (Tabela I.4). 
 
      Tabela I. 4 – Tempos de retenção do pico associado a cada ácido orgânico. 
 
Ácido 
Acético 
Ácido 
propiónico 
Ácido 
Isobutírico 
Ácido N-
butírico 
Ácido 
Isovalérico 
Ácido N-
valérico 
Ácido N-
capróico 
Tempo de 
retenção (min) 1,977 2,637 3,193 3,563 4,460 5,133 6,810 
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3) Análise de cada padrão misto previamente preparado, por injecção de 0,5 L de solução no 
cromatógrafo devidamente estabilizado nas condições operatórias pretendidas. No cromatograma 
obtido foram identificados os picos associados a cada ácido orgânico volátil (por comparação com os 
valores da tabela I.4) e determinação da área de cada pico, recorrendo ao algoritmo de cálculo do 
software Jasco-Borwin (1998), versão 1.50. Esta metodologia foi repetida 3 vezes, para o mesmo 
padrão. 
 
4) Representação gráfica da área de cada pico em µV.s em função da concentração de ácido 
orgânico volátil, presente em cada padrão misto utilizado. Determinação dos coeficientes da curva 
de calibração. 
 
Nas figuras I.1 a I.7 estão apresentadas as curvas de calibração obtidas (método dos mínimos 
quadrados), onde se pode verificar que para todos em AOVs analisados, a relação entre a área do 
pico e a concentração é linear. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 1 – Curva de calibração para o ácido acético.      Figura I. 2 - Curva de calibração para o ácido propiónico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 3 – Curva de calibração para o ácido isobutírico.       Figura I. 4 - Curva de calibração para o ácido n-butírico. 
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Figura I. 5 – Curva de calibração para o ácido isovalérico.      Figura I. 6 - Curva de calibração para o ácido n-valérico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I. 7 – Curva de calibração para o ácido n-capróico. 
 
 
DETERMINAÇÃO DO ERRO DOS COEFICIENTES DAS RELAÇOES LINEARES OBTIDAS PARA 
AS CURVAS DE CALIBRAÇÃO 
 
O cálculo dos erros associados ao declive e ordenada na origem da curva de calibração teve como 
objectivo determinar o valor do limite do erro, associado à quantificação da concentração de cada 
amostra analisada. Este erro é devido aos erros de que vem afectada a expressão da curva de 
calibração que foi obtida pelo método dos mínimos quadrados (Gonçalves, 2001). 
Contemplando os erros inerentes ao declive e ordenada na origem da curva de calibração, a 
equação da recta que relaciona a área de cada pico do cromatograma com a concentração do AOV 
respectivo pode escrever-se da seguinte forma (Gonçalves, 2001): 
[ ] )()( tbAOVtaÁrea ba ×±+××±= αα     (I.1) 
Sendo: a = declive da recta de calibração; αa = desvio padrão associado ao declive da recta; b = 
ordenada na origem da recta de calibração; αb = desvio padrão associado à ordenada na origem da 
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recta; t=é o parâmetro da Lei de Student, para um nível de confiança de 95% e 3 graus de liberdade 
(N-2=5-2=3). 
Neste trabalho a determinação destes coeficientes foi realizada recorrendo ao algoritmo de cálculo 
do software MicrosoftExcel 2002 (função Data analysis, Regression). 
Os resultados obtidos estão apresentados na tabela I.5. 
 
 Tabela I. 5 – Erros associados ao declive e ordenada na origem de cada uma das rectas de calibração obtidas. 
 
Ácido 
Acético 
Ácido 
propiónico 
Ácido 
Isobutírico 
Ácido N-
butírico 
Ácido 
Isovalérico 
Ácido N-
valérico 
Ácido N-
capróico 
αa×t 
(erro associado 
ao declive) 
21,08 33,82 56,34 62,35 99,37 71,23 74,99 
αa 
(desvio-padrão 
associado ao 
declive) 
6,63 10,62 17,70 19,59 31,22 22,38 23,56 
αb×t 
(erro associado 
à ordenada na 
origem) 
18036,28 27056,51 43256,93 60466,10 93357,66 67643,50 28181,54 
αb 
(desvio-padrão 
associado à 
ordenada na 
origem) 
5667,42 8501,79 13592,34 18999,86 29335,16 21255,17 8855,30 
 
 
O erro associado à determinação da concentração de uma amostra com AOVs será dado por 
tx ×±α  (Gonçalves, 2001), sendo 24
2
2
2
)(1
abx
a
by
a
ααα ×
−
+×= ; a = declive da recta de calibração; b 
= ordenada na origem da recta de calibração; y=área do pico do cromatograma; αa = desvio padrão 
associado ao declive da recta; αb = desvio padrão associado à ordenada na origem da recta; t=é o 
parâmetro da Lei de Student, para um nível de confiança de 95% e 3 graus de liberdade (N-2=5-
2=3). 
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ANEXO I.B– ESTIMATIVA DE LIMITES DE DETECÇÃO DO 
CROMATÓGRAFO GÁS-LÍQUIDO (AOVS) 
 
O limite de detecção é definido como o teor mínimo, a partir do qual é possível detectar a presença 
do analito com uma certeza estatística razoável (Relacre, 2000). Este limiar analítico corresponde à 
mais pequena quantidade de substância a analisar que pode ser etectada numa amostra, mas não 
necessariamente quantificada como valor exacto. 
Uma leitura inferior ao limite de detecção não significa, obviamente a ausência do analito a medir. 
Apenas se pode afirmar que, com uma probabilidade definida, a concentração do componente em 
causa será inferior a um certo valor. Em termos qualitativos, o conceito de limite de detecção 
corresponde à concentração mínima que é possível distinguir do branco, ou seja de uma maostra 
que contem a mesma matriz mas que não contém o analito. (Relacre, 2002).  
Desta forma, o limite de detecção pode ser estimado por análise directa de sucessivos brancos. 
Segundo Huber (2003), o limite de detecção (LD) pode ser quantificado por: 
nm
t
a
SLD fB
11
1, +××= −α      (I.2) 
sendo: SB=desvio padrão associado ao sinal dos sucessivos brancos analisados; a=declive da recta 
de calibração; tf,1-α= distribuição t-Student para N-2 graus de liberdade, a determinado nível de 
confiança; m=número de determinações realizadas aquando da análise de uma amostra; n=número 
de determinações sucessivas de brancos. 
 
Metodologia experimental para determinação de limites de detecção (AOVs) do cromatógrafo 
gás líquido. 
 
1) Preparação da solução “branco” constituída por 10 mL de água bi-destilada, tendo o cuidado 
de utilizar material de vidro previamente lavado, de forma a evitar a ocorrência de 
contaminações. 
2) Após estabilização do cromatógrafo nas condições operatórias de análise e validação das 
rectas de calibração previamente determinadas para cada um dos AOVs, foi injectado um 
volume de 0,5 µL da solução “branco”. Para tal utilizou-se uma micro-seringa que foi 
previamente lavada com acetona pura (20 vezes), por água bi-destilada (20 vezes). 
3) A área de cada pico do cromatograma obtido após analise foi calculada recorrendo ao 
algoritmo de cálculo do software Jasco-Borwin (1998), versão 1.50. 
4) A análise da solução “branco” foi repetida mais 20 vezes, tendo o cuidado de, entre análises, 
lavar devidamente a micro-seringa usada na injecção da solução no cromatógrafo, de forma 
a minimizar a ocorrência de contaminações. 
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Cálculo da estimativa dos limites de detecção do cromatógrafo gás-líquido, para cada um dos 
sete AOVs quantificados. 
 
Foi utilizada a expressão I.2 para estimar o valor do limite de detecção (LD) para cada um dos AOVs 
analisados no cromatógrafo utilizado. Os resultados intermédios do cálculos realizados, bem como o 
valor estimado para cada LD estão apresentados na tabela I.6. 
 
Tabela I. 6 – Estimativa do limite de detecção do cromatógrafo gás-líquido para cada um dos AOVs analisados. 
 
Ácido 
Acético 
Ácido 
propiónico 
Ácido 
Isobutírico 
Ácido N-
butírico 
Ácido 
Isovalérico 
Ácido N-
valérico 
Ácido N-
capróico 
SB 
 (µV.s) 28340,96 78356,88 35291,49 49915,38 125011,4 32671,25 61911,16 
a 1522,65 2729,56 3519,03 3294,83 3456,27 3603,35 5142,72 
tf,1-α 2,528 
m 1 
n 21 
LD (mg L-1) 48 74 26 39 94 23 31 
 
Durante o trabalho realizado, todas as amostras que apresentaram uma concentração inferior ao 
limite de detecção foram excluídas da análise de resultados. 
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ANEXO II – FACTORES DE CONVERSÃO PARA AOVS 
 
Os factores de conversão que relacionam a concentração individual de cada ácido orgânico volátil 
com o valor equivalente em termos de CQO (mg O2 L-1), carbono (mg C L-1) e ácido acético (mg 
AAc L-1) estão apresentados na Tabela II.1. 
 
Tabela II. 1 – Factores de conversão para ácidos orgânicos voláteis (AOVs). 
         (Yilmaz & Demirer, 2008; Alexiou, 1998). 
 Factores de conversão 
AOV 
CQO equivalente  
(CQO AOV) 
Carbono equivalente  
(C AOV) 
Ácido acético 
equivalente 
AOV 
Ácido acético 1,066 0,4000 1,00 
Ácido propiónico 1,512 0,4865 1,23 
Ácido butírico 1,816 0,5455 1,47 
Ácido valérico 2,036 0,5882 1,70 
Ácido capróico 2,204 0,6207 1,93 
 
A conversão da concentração total de ácidos orgânicos voláteis foi realizada de acordo com as 
expressões II.1, II.2, II.3: 
 
[ ] [ ]
[ ] [ ] [ ]valérico Ácido2,204valérico Ácido2,036butírico Ácido1,816                   
propiónico Ácido1,512acético Ácido1,066AOVCQO
×+×+×+
+×+×=
  (II.1) 
sendo:  
 •CQO AOV = concentração equivalente de ácidos orgânicos voláteis em termos de CQO (mg O2 L-1) 
 •[Ácido i] = concentração de ácido orgânico volátil i (i=acético,..., valérico) (mg L-1) 
 
[ ] [ ]
[ ] [ ] [ ]valérico Ácido0,6207valérico Ácido0,5882butírico Ácido0,5455               
propiónico Ácido0,4865acético Ácido0,400AOV C
×+×+×+
+×+×=
  (II.2) 
sendo:  
 •C AOV = concentração equivalente de ácidos orgânicos voláteis em termos de carbono (mg C L-1) 
 •[Ácido i] = concentração de ácido orgânico volátil i (i=acético,..., valérico) (mg L-1) 
 
[ ] [ ]
[ ] [ ] [ ]/1,93valérico Ácido/1,70valérico Ácido/1,47butírico Ácido               
/1,23propiónico Ácido/1,00acético ÁcidoAOV
+++
++=
   (II.3) 
sendo:  
 •AOV = concentração equivalente de ácidos orgânicos voláteis em termos de ácido acético (mg AAc L-1) 
 •[Ácido i] = concentração de ácido orgânico volátil i (i=acético,..., valérico) (mg L-1) 
 
